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Resumo

O presente estudo avaliou o potencial citotéxico do extrato etandlico do cladddio de
Cereus jamacaru e de suas fragdes frente a linhagem HCT-116 (carcinoma colorretal),
correlacionando bioatividade ao perfil quimico obtido por cromatografia e
espectrometria de massas. O extrato foi particionado em hexano, diclorometano,
acetato de etila e fase hidrometandlica, com rendimentos semelhantes entre as
fragdes organicas e predominancia da fase polar. A citotoxicidade foi determinada pelo
ensaio de MTT, com triagem inicial a 50 e 5 ug/mL e determinagao de ICso das
amostras ativas. A caracterizacdo quimica utilizou CLUE-IES-EM/EM para
compostos pouco volateis/termolabeis e CG-IE-EM (70 eV) para volateis e
semivolateis. As redes moleculares (GNPS) foram geradas com cosseno = 0,7 e 26
picos pareados e visualizadas no Cytoscape. Na triagem a 50 pg/mL, a FHC
apresentou a maior inibicdo (88,59 + 10,88%), seguida do extrato etandlico (59,17 +
4,17%) e da FDC (65,91 + 14,03%), enquanto a FAC foi pouco ativa (38,29 £ 7,41%).
Como controle positivo, a doxorrubicina (DOX) apresentou inibi¢do de 88,95 £ 0,76 %.
O subfracionamento manteve alto desempenho (= 75% de inibicdo em 16 subfracbes
de FHC e 10 de FDC). Os ICs0 confirmaram maior poténcia de FHC (41,30 yg/mL) e
FDC (46,61 pg/mL), com destaque para as subfragbes de FHC (=43-58 ug/mL) e FD-
3 (39,02 ug/mL). Foram anotados majoritariamente acidos graxos e seus derivados,
como acido laurico, acido palmitico, palmitato de etila, linoleato de metila e fitol, o que
€ consistente com o maior efeito das fracbes de menor polaridade. As analises em
IES* e IES™ evidenciaram a deteccao preferencial de lipideos neutros e terpenoides
no modo positivo, e de compostos mais polares e acidos no modo negativo. Os
resultados indicam que o Cereus jamacaru é uma fonte promissora de metabdlitos
citotoxicos contra HCT-116, com destaque para fragées apolares, e que a integragao
entre CLUE-IES-EM/EM e CG-IE-EM, associada a redes GNPS, permitiu vincular
classe quimica (derivados de acidos graxos, ésteres e terpenoides) a bioatividade,
fornecendo um roteiro robusto para futuros estudos de isolamento, elucidacao

estrutural e investigacdo dos mecanismos de acgéao.

Palavras-chave: Cereus jamacaru; HCT-116; CLUE-IES-EM/EM; CG—-EM (IE); redes

moleculares; acidos graxos; terpenoides.



Abstract

This study evaluated the cytotoxic potential of the ethanolic extract from Cereus
Jjamacaru cladodes and its fractions against the HCT-116 (colorectal carcinoma) cell
line, correlating bioactivity with the chemical profile obtained by chromatography and
mass spectrometry. The extract was partitioned into hexane, dichloromethane, ethyl
acetate, and hydromethanolic phase, with similar yields among the organic fractions
and predominance of the polar phase. Cytotoxicity was determined using the MTT
assay, with an initial screening at 50 and 5 pg/mL and ICso determination for the active
samples. Chemical characterization employed UHPLC-ESI-MS/MS for low-
volatility/thermolabile compounds and GC-EI-MS (70 eV) for volatile and semi-volatile
ones. Molecular networks (GNPS) were generated with cosine = 0.7 and = 6 matched
peaks and visualized in Cytoscape. In screening at 50 ug/mL, FHC showed the highest
inhibition (88.59 + 10.88%), followed by the ethanolic extract (59.17 + 4.17%) and FDC
(65.91 + 14.03%), while FAC was less active (38.29 + 7.41%). As a positive control,
doxorubicin (DOX) showed inhibition of 88.95 + 0.76%. Subfractionation maintained
high performance (= 75% inhibition in 16 FHC subfractions and 10 FDC subfractions).
The ICso0 values confirmed the greater potency for FHC (41.30 ug/mL) and FDC (46.61
pg/mL), with emphasis on the subfractions of FHC (=43-58 ug/mL) and FD-3 (39.02
pg/mL). Fatty acids and their derivatives were mostly annotated, such as lauric acid,
palmitic acid, ethyl palmitate, methyl linoleate, and phytol, which is consistent with the
greater effect of the less polar fractions. Analyses in ESI* and ESI- showed preferential
detection of neutral lipids and terpenoids in the positive mode, and of more polar and
acidic compounds in the negative mode. The results indicate that Cereus jamacaru is
a promising source of cytotoxic metabolites against HCT-116, with emphasis on apolar
fractions, and that the integration between UHPLC-ESI-MS/MS and GC-EI-MS,
associated with GNPS networks, allowed linking chemical class (fatty acid derivatives,
esters, and terpenoids) to bioactivity, providing a robust framework for future studies

of isolation, structural elucidation, and investigation of mechanisms of action.

Keywords: Cereus jamacaru; HCT-116; UHPLC-ESI-MS/MS; GC-MS (El);

molecular networks; fatty acids; terpenoids.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais tém desempenhado um papel de destaque no tratamento
de inumeros problemas de saude. Segundo Newman e Cragg (2020),
aproximadamente 66% dos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) entre os anos de 1981 e 2019 foram influenciados de alguma
forma pelos produtos naturais. Esses compostos estdo amplamente distribuidos na
natureza e podem ser obtidos de diversas fontes, como microrganismos, organismos
marinhos e plantas (ATANASOV et al., 2015), sendo esta ultima matriz utilizada para
fins medicinais desde 2600 a.C. (BORCHARDT, 2002). Estima-se que a medicina
tradicional, base da evolucdo da medicina moderna, se fundamenta em observacdes
e crengas relacionadas ao uso de plantas medicinais (ABURJAI et al., 2007;
ATANASOV et al., 2015). Nesse contexto, é importante destacar os metabdlitos que
sdo produzidos por organismos, especialmente plantas (SHAHI e MAFU, 2021).
Muitos desses metabdlitos possuem propriedades medicinais contribuindo para o
desenvolvimento de novos farmacos (ATANASOQV et al., 2015; NEWMAN e CRAGG,
2020).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, com mais de 45
mil espécies de plantas catalogadas, equivalente a aproximadamente 22% do total de
plantas do planeta (DUTRA et al., 2016). Essas plantas estdo divididas por biomas,
que sdo as variagdes ecoldgicas formadas pelas diversas zonas climaticas do pais.
Os biomas brasileiros sdao Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Pampa e
Caatinga (Figura 1). A Caatinga € o unico bioma exclusivamente brasileiro, com uma
vegetacao tipica conhecida como Floresta e Arbustos Tropicais Sazonalmente Secos
(CARVALHO et al., 2023).
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Figura 1. Mapa de biomas e sistemas costeiro-marinho do Brasil.
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A Caatinga compreende aproximadamente 935 mil Km?, equivalente a 11% do
territorio brasileiro e 70% da regido Nordeste, abrangendo os estados de Alagoas,
Bahia, Ceara, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e norte de
Minas Gerais (RODRIGUES et al., 2018). E caracterizada por vegetacdo xerdfila,
composta por arbustos suculentos e cactos, com alta diversidade floristica, com cerca
de 1700 espécies de arvores e arbustos, das quais mais de 300 sdo endémicas do
bioma (JUSTINO et al., 2025). Além disso, esse bioma apresenta caracteristicas
distintivas, tais como: baixa pluviosidade, elevada radiagdo ultravioleta (UV) e

temperaturas elevadas. Cabe destacar que essa regido € marcada por periodos
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prolongados e irregulares de seca, cuja duracdo pode variar de meses a anos,
dependendo da localidade (MOTA et al., 2019; MARQUES et al., 2021).

As condigdes climaticas e ambientais da Caatinga conferem a essa regido uma
biodiversidade singular, ja que a vegetacdo enfrenta constantemente estresses
ambientais devido ao clima severo, o que leva as plantas desse bioma a
desenvolverem caracteristicas quimicas especificas. Entre elas, destacam-se a perda
de folhas, o espessamento foliar, as alteragbes na sintese de metabdlitos e as
modificagdes morfoldégicas nas folhas, como a presenga de espinhos. Essas
peculiaridades representam um valioso recurso para a bioprospec¢ao de compostos
com atividades bioldgicas relevantes (MOTA et al., 2019; LUNA et al., 2020;
MARQUES et al., 2021, CARVALHO et al., 2023). E importante destacar que, muitas
dessas plantas sdo utilizadas pelas comunidades locais na medicina popular, o que
reforca a relevancia cultural e farmacologica dessas espécies. (LUNA et al., 2020;
LUNA et al., 2022).

1.1 CEREUS JAMACARU DC. (MANDACARU)

O Cereus jamacaru DC., popularmente conhecido como mandacaru, cardeiro
e jamacaru, € uma espécie de cacto pertencente a familia Cactaceae, amplamente
reconhecida por sua relevancia ecoldgica, econdmica e cultural no bioma Caatinga,
sendo também um simbolo da resisténcia das plantas as condigdes extremas do
semiarido brasileiro. Esse vegetal apresenta grande diversidade morfolégica e
importante fungdo na estrutura ecoldgica da regido. O crescente interesse por essa
espécie se da ndo apenas pela sua adaptabilidade ambiental, mas também pelo seu
potencial de uso na medicina tradicional, alimentacio e industria, motivando estudos
botanicos e ecoldgicos cada vez mais detalhados (MOTA et al., 2019).

A planta (Figura 2) normalmente atinge de 3 a 5 metros de altura (LORENZI,
2011; GEORGIN et al., 2020), podendo alcangar até cerca de 6 metros ou mais em
condicbes favoraveis. Apresenta tronco lenhoso de 60 cm de didmetro, possui
espinhos que podem chegar a 20 cm de comprimento, com flores brancas de até 28
cm e fruto na forma de baga globosa a elipsoide, de cor alaranjada ou avermelhada.
Sua anatomia inclui cuticula espessa, células parenquimaticas armazenadoras de

agua, estbmatos profundos protegidos por tricomas e metabolismo fotossintético,
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caracteristicas tipicas de cactaceas xerofitas (VATTA et al., 2011; NEPOMUCENO et
al., 2017; GEORGIN et al., 2020; DUTRA et al., 2024).

Figura 2. Partes do Cereus jamacaru DC.

Fonte: LORENZI, 2011.

Morfologicamente, C. jamacaru apresenta caule ereto, colunar e suculento,
constituido por cladodios adaptados a retengdo de agua, com costelas longitudinais
bem definidas e auréolas espinhosas distribuidas regularmente (Figura 3). Os
claddédios podem se expandir ou contrair conforme a disponibilidade hidrica, variando
de verde claro a glauco pela cerosidade epicuticular, com espinhos longos e rigidos
emergindo das aréolas (CARDOSO et al., 2023).
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Figura 3. llustracéo do cladédio de C. jamacaru.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As flores de C. jamacaru sdo grandes, hermafroditas e de antese noturna,
abrindo-se a noite e murchando ao amanhecer. As flores produzem néctar e sao
polinizadas principalmente por mariposas noturnas que as visitam a noite (ZANINA,
2013; ALBUQUERQUE-LIMA et al., 2023). Apés a fecundagéao, surgem frutos do tipo
baga, geralmente ovoide/globosa, carnosos e pigmentados, com polpa branca e
numerosas sementes pretas de pequena dimensao (SILVA; ALVES, 2009; ABUD et
al., 2013). As raizes fasciculadas séo superficiais e adaptadas a absorgédo hidrica
rapida apos periodos secos (DE MEDEIROS et al., 2019).

O C. jamacaru ocorre naturalmente em regides semiaridas da América do Sul,
com predominio no bioma Caatinga brasileiro, sendo endémico do Nordeste e
presente nos estados da Bahia, Pernambuco, Paraiba, Ceara, Piaui e Rio Grande do
Norte; também pode ser encontrado em algumas regides do Sudeste e Centro Oeste
(MOTAet al., 2019; GEORGIN et al., 2020; CARDOSO et al., 2023). Adaptado a solos
rasos, pedregosos, arenosos e de baixa fertilidade, desenvolve-se bem em ambientes
com altas temperaturas, baixa pluviosidade e intensa radiacao solar, demonstrando
ampla plasticidade ecolégica (CARDOSO et al., 2023). Pode crescer em bordas de
matas secas, regides abertas de vegetacdo esparsa e areas degradadas,
evidenciando sua rusticidade (MOTA et al.,, 2019; CARDOSO et al., 2023).
Modelagens de nicho ecolégico indicam que sua area de distribuicdo podera sofrer

forte reducao sob cenarios futuros de mudancas climaticas, especialmente devido ao
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aumento das temperaturas e a irregularidade das chuvas, embora a espécie
apresente capacidade de ocupar diferentes micro-habitats (CARDOSO et al., 2023).

O C. jamacaru desempenha fun¢des ecoldgicas essenciais: serve de alimento
para aves (como periquito-da-Caatinga e gralha-canca), pequenos mamiferos e
lagartos, gragas aos seus frutos carnosos (MOTA et al., 2019; GEORGIN et al., 2020;
CARDOSO et al., 2023). Além de alimentar a fauna, C. jamacaru funciona como
planta-nodriza, oferecendo abrigo e suporte para outras espécies vegetais e ao formar
micro-habitats em seus ramos e cavidades, facilita a regeneragdo vegetal,
especialmente em areas degradadas (MOTA et al., 2019; GEORGIN et al., 2020;
CARDOSO et al., 2023). Atua na ciclagem de nutrientes em solos pobres, favorecendo
a estrutura dos ecossistemas e servindo como indicador da degradagdo ambiental e
da resiliéncia em areas em restauragdo (MOTA et al., 2019).

Durante os periodos de maior aridez, C. jamacaru desempenha um papel de
extrema importancia, ja que, devido as suas caracteristicas, essa planta torna-se uma
valiosa alternativa para alimentacdo dos rebanhos, sendo que cerca de 47% dos
pequenos produtores dependem de C. jamacaru nas secas prolongadas (BEZERRA
et al., 2013; GEORGIN et al., 2020; NEPOMUCENO et al., 2017; MATARUCO et al.,
2023). Além disso, C. jamacaru contribui para a alimentagao de familias carentes, que
consomem seus cladddios cozidos ou crus, bem como seus frutos (NEPOMUCENO
et al., 2017).

Na medicina popular, ha relatos do uso de C. jamacaru para o tratamento de
infeccdo urinaria (uso de cladodios) (DUTRA et al.,, 2018), problemas renais e
hormonais (SARAIVA et al, 2015), e queixas hepaticas, respiratérias e
gastrointestinais (usos tradicionais de frutos e cladddios) (DE ALBUQUERQUE et al.,
2007; SILVA et al.,, 2014). Estudos experimentais in vitro confirmam atividades
variadas quando se considera a parte da planta estudada: atividade antifungica foi
observada em extratos de raiz, caule e fruto (MOTA et al., 2019), atividade antioxidante
predominou em extratos de fruto e cladddios (DUTRA et al., 2019; DOS SANTOS et
al., 2021), atividade antimicrobiana foi detectada em extratos do lenho e cértex
(DAVET et al., 2009); atividade anti-helmintica foi descrita para cladddios (VATTA et
al., 2011); e efeitos antitumorais/citotoxicos foram documentados principalmente para
extratos de cladodios e frutos (DUTRA et al., 2018; DE MEDEIROS et al., 2019). Além

das aplicagbes farmacoldgicas, investigagdes demonstraram potencial do mandacaru
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como fonte de celulose (lenho e cortex) (NEPOMUCENO et al., 2017), nanocelulose
(cladddios) (DIAS et al., 2023) e como biossorvente (biomassa seca e lenho)
(GEORGIN et al., 2020).

A composicado quimica do C. jamacaru € um dos aspectos mais investigados
atualmente devido a variedade de compostos bioativos encontrados em suas
diferentes partes. Estudos fitoquimicos revelam que a planta possui ampla diversidade
quimica distribuida entre frutos, cladddios, sementes, raizes, lenho e cortex, o que
confere ao C. jamacaru propriedades funcionais e farmacoldgicas relevantes. Entre
os principais compostos identificados estao flavonoides, alcaloides, taninos, fendis,
saponinas, terpenos, esterodis/esteroides, mucilagens, carotenoides e compostos
volateis. Essa diversidade de metabdlitos esta associada a atividades biologicas
importantes, reforcando seu potencial para aplicagdes terapéuticas, nutricionais,
farmacéuticas, alimentares e cosméticas (BEVILAQUA et al., 2015; DUTRA et al.,
2018; DE MEDEIROS et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2021; MARTINS et al., 2022;
BRITO et al.,, 2023; MATARUCO et al., 2023). Essas substancias desempenham
papéis essenciais na defesa da planta contra herbivoros, microrganismos e radiagao
ultravioleta, além de contribuirem para suas propriedades farmacolégicas e
funcionais.

Flavonoides e compostos fendlicos como kaempferol, miricetina, rutina foram
identificados em extratos do fruto e do cladddio de C. jamacaru, esses compostos sao
reconhecidos por sua potente atividade antioxidante, protegendo as células contra
danos causados por radicais livres, e por suas propriedades anti-inflamatorias
(DUTRA et al., 2018; DE MEDEIROS, et al.,, 2019; DOS SANTOS et al., 2020;
SANTOS et al., 2021; MARTINS et al., 2022). Além dos flavonoides, foram detectados
no cladddio e no fruto do C. jamacaru, compostos fendlicos como antraquinona, acido
benzoico e acido cinamico, que, em ensaios in vitro, apresentam atividade citotdxica
contra linhagens tumorais, o que n&o implica toxicidade do alimento ou da espécie em
uso tradicional (DE MEDEIRQS, et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2021).

Importante distinguir “citotoxicidade in vitro” de “toxicidade para consumo”. No
contexto alimentar, o fruto de C. jamacaru é comestivel e ja foi caracterizado e
avaliado com foco no uso humano (in natura e processado), apresentando perfil
nutricional e capacidade antioxidante (SILVA; ALVES, 2009; SOARES et al., 2021). Os

cladddios sdo amplamente usados como forragem no Semiarido; na pratica, realiza-
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se a tosta/queima dos espinhos antes do fornecimento aos animais (SILVA; ALVES,
2009; SILVA et al., 2020). Em modelos animais, o extrato etandlico de cladddios de C.
Jamacaru nao apresentou citotoxicidade nos parametros avaliados, mas elevou a
frequéncia de micronucleos em dose alta, sugerindo potencial genotdxico (DE
MEDEIROS et al., 2019). Assim, “acao citotéxica in vitro” reportada em cultura celular
nao equivale automaticamente a “toxicidade alimentar” da planta.

Nos cladddios de C. jamacaru, foram identificados diversos alcaloides, com
destaque para a tiramina, N-metiltiramina e hordenina (DUTRA et al., 2018; DE
MEDEIROS et al., 2019; MARTINS et al., 2022; BRITO et al., 2023). Esses compostos
pertencem ao grupo das aminas biogénicas e possuem reconhecidas atividades
farmacoldgicas. A tiramina € conhecida por seu efeito vasodilatador e por influenciar
a atividade do sistema nervoso central, enquanto a N-metiltiramina apresenta
propriedades estimulantes e antimicrobianas (DUTRA et al., 2018). Além disso, a
presenca de alcaloides nos cladddios tem sido associada a atividade antitumoral,
como demonstrado por Dutra et al. (2018), que observaram efeitos citotoxicos
seletivos contra células de sarcoma 180, indicando o potencial de uso dos extratos da
planta como agentes antineoplasicos.

As sementes de C. jamacaru apresentam uma composicao lipidica rica e
funcional, destacando-se os acidos graxos insaturados linoleico (mega-6) e oleico
(6bmega-9), além dos palmitico e estearico, em propor¢des relevantes (BEVILAQUA et
al., 2015; MATARUCO et al., 2023). Essa combinagéo confere ao 6leo das sementes
perfil equilibrado de acidos graxos, com potencial nutracéutico e cardioprotetor. No
cladddio, também foram identificados acidos graxos (DE MEDEIROS et al., 2019).
Adicionalmente, quantificaram-se fragdes significativas de tocoferdis, reconhecidos
por acao antioxidante, com beneficios para a saude cardiovascular e possiveis efeitos
antidiabéticos (MATARUCO et al., 2023). Esses constituintes sdo valorizados na
formulacao de alimentos funcionais e cosméticos, por contribuirem para a estabilidade
oxidativa de matrizes lipidicas (DE LIMA et al., 2024; SOUZA et al., 2024).

A composig¢ao quimica do mandacaru varia significativamente conforme a parte
da planta, o método de extracdo e o processamento empregados, 0 que ajuda a
explicar a diversidade de efeitos biologicos e aplicagdes potenciais da espécie (DE
LIMA et al., 2024). Nos cladédios, destacam-se polissacarideos mucilaginosos (fibras

dietéticas), responsaveis pelo efeito espessante/estabilizante, e polifendis (incluindo
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flavonoides e taninos); em extratos aquoso e etandlico detectam-se alcaloides e
antraquinonas, e saponinas sobretudo no etandélico (MARTINS et al., 2023; DE LIMA
et al., 2024). Os frutos s&o ricos em compostos fendlicos e volateis aromaticos, com
relevancia funcional e sensorial em alimentos; como adjunto cervejeiro, a polpa elevou
o teor fendlico e a atividade antioxidante e modulou o perfil volatil da bebida (DA-SILVA
et al., 2023). As sementes fornecem 6leo com perfil de acidos graxos e bioativos de
interesse; quanto obtido por propano pressurizado (105 bar), apresenta maior teor de
y-tocoferol e y-sitosterol, além de indices de saude superiores e maior inibigdo de a-
glicosidase (indicando potencial antidiabético) em comparagdo ao Soxhlet
(MATARUCO et al., 2023). Por sua vez, lenho e cortex sao fontes de fendlicos e outras
classes de interesse; extratos hidroalcodlicos de C. Jamacaru apresentam atividade
antioxidante/citotoxica e triagem fitoquimica positiva para fendlicos e alcaloides,
enquanto revisdes sobre a flora da Caatinga destacam terpenos e esteroides
associados a efeitos anti-inflamatorios e antimicrobianos (DUTRA et al., 2018; SOUZA
et al., 2024).

Essa distribui¢ao diferenciada de metabalitos entre os tecidos vegetais justifica
a amplitude de usos tradicionais e inovadores atribuidos ao C. jamacaru, e reforga seu
valor como fonte promissora de produtos naturais bioativos com aplicacdes nas areas
alimentar, farmacéutica, cosmética e biotecnoldgica.

A Tabela 1 sintetiza as substancias identificadas em Cereus jamacaru,
organizadas por parte da planta e classe quimica, com as respectivas referéncias.
Esse quadro funciona como um mapa de ocorréncia, permitindo localizar rapidamente
os metabalitos por 6rgao e orientar as discussdes subsequentes. Avangcos em técnicas
de extracdo e caracterizacdo tém permitido a identificacdo de compostos com
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e funcionais,
destacando o C. jamacaru como um recurso estratégico do semiarido brasileiro. A
diversidade quimica de C. jamacaru sustenta suas propriedades terapéuticas,
alimentares e tecnoldgicas, justificando o crescente interesse para seu uso nas

industrias farmacéutica, cosmeética e de alimentos funcionais.
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Tabela 1. Substancias anotadas e identificadas em diferentes partes de Cereus jamacaru DC.

Parte da
Substancia Estrutura Status Referéncia
Planta
0
1,2-benzoquinona Cladédio Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
o)
acido 10- f
) Semente /\/\/\/\/\/\/\/\)J\ Anotado MATARUCO et al., 2023
octadecenoico AN oH
acido 11- 0
) ) Semente /\/\/\/\/\/\/\/\/\)J\ Anotado MATARUCO et al., 2023
eicosenoico = OH
(e}
acido 7-
) Semente Anotado MATARUCO et al., 2023
hexadecenoico
= OH
O
acido acético Claddédio )'L Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
OH
o
acido araquidico  Semente W Anotado MATARUCO et al., 2023
OH
o)
acido araquidénico Semente Anotado BEVILAQUA et al., 2015

OH
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HO

OH
—
acido ascorbico Cladadio o) Identificado MARTINS et al., 2022
O OH
OH
acido behénico Semente Anotado MATARUCO et al., 2023
OH
(6]
acido benzoico Cladadio Q)}\OH Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
o
HO
acido cafeico Cladodio X OH Identificado MARTINS et al., 2022
HO
(0]
acido caprilico Claddédio M Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
OH
o)
acido cinamico Cladadio AN OH Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
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(0] (0]
acido citrico Cladadio Identificado MARTINS et al., 2022
HO OH
OH
o)
OH
o] 7
acido clorogénico Cladddio 0 OH o Identificado MARTINS et al., 2022
HO
OH
HO
(@]
acido decanoico  Semente M Anotado BEVILAQUA et al., 2015
OH
BEVILAQUA et al., 2015
acido estearico Semente Anotado
oH MATARUCO et al., 2023
acido féormico Claddédio HO/\O Identificado MARTINS et al., 2022
o)
acido lactico Cladddio OH Identificado MARTINS et al., 2022
OH
(@]
acido laurico Semente Anotado MATARUCO et al., 2023
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BEVILAQUA et al., 2015

acido linoleico Semente Anotado
— — oH MATARUCO et al., 2023
acido linolelaidico Semente /\/\/\/\/\/\/\/\)J\ Anotado MATARUCO et al., 2023
X = OH
acido linolénico Semente Anotado MATARUCO et al., 2023
OH
4cido malico  Cladédio HO on dentificado ~ MARTINS et al., 2022
(0] OH
acido margarico  Semente \/\/\/\/\/\/\/\)J\ Anotado MATARUCO et al., 2023
OH
BEVILAQUA et al., 2015
acido miristico Semente Anotado
MATARUCO et al., 2023
OH
acido o-cumarico Fruto \ OH Identificado DOS SANTOS et al., 2021
OH
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acido oleico

Semente

Cladddio

BEVILAQUA et al., 2015
Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
MATARUCO et al., 2023

acido palmitico

Semente

BEVILAQUA et al., 2015
MATARUCO et al., 2023

Anotado

acido palmitoleico

Semente

Anotado BEVILAQUA et al., 2015

acido p-cumarico

Fruto

Identificado DOS SANTOS et al., 2021

acido propanoico

Cladodio

Anotado DE MEDEIROS et al., 2019

acido siringico

Cladodio

o
Q/\)‘\o.a
HO
0]
A
0]
/ O:E;)‘\OH
HO
/O

Identificado MARTINS et al., 2022
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acido succinico  Cladddio Identificado MARTINS et al., 2022
0]
(0]
acido valérico Cladodio \/\)L Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
OH
0
antraquinona Cladddio * Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
o]
campesterol Semente Anotado MATARUCO et al., 2023

HO
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canfora Cladadio Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
OH
HO o
catequina Cladodio on Identificado MARTINS et al., 2022
OH
OH
0
cisteina Cladodio Hs/\H}\OH Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
NH,
Cl
cloranil (2,3,5,6- Cl 0
tetracloro-1,4- Cladadio Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
benzoquinona) o cl
Cl
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corilagina

Cladadio

4 on Anotado

OH

DE MEDEIROS et al., 2019

epicatequina

Cladadio

HO o
Identificado

OH

MARTINS et al., 2022
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galato (EGCG)

0]

OH
HO (0]
OH
epicatequina-3- . 0 »
Cladédio Identificado MARTINS et al., 2022
galato
OH OH
(0]
OH
OH
HO O
OH
epigalocatequina-3- . -
Cladddio Identificado MARTINS et al., 2022
H
o

OH
OH

OH
OH
O
OH
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estigmasterol Semente /Ej;@//g Anotado MATARUCO et al., 2023
HO
fenetilamina Cladédio @\/\ Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
NH,
OH
fenol Cladddio ©/ Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
0]
geranilacetona Cladddio Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
AN AN
OH OH
glicose Cladédio Identificado MARTINS et al., 2022
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OH

HO OH
OH
(0]
(@) (@)
hesperidina Claddédio Identificado MARTINS et al., 2022

o] (0] 0]
HO OH

OH OH O

OH
hidroquinona Cladddio /©/ Anotado DE MEDEIROS et al., 2019
HO
OH
DE MEDEIROS et al., 2019
hordenina Cladddio Anotado
\N BRITO et al., 2023
OH
HO (0]
kaempferol Cladodio Identificado MARTINS et al., 2022
OH
OH (0]

34



OH
miricetina Cladédio HO © on Identificado  MARTINS et al., 2022
OH
OH (6]
OH

HO o}
naringenina Cladédio Identificado MARTINS et al., 2022

OH o}

HO
DE MEDEIROS et al., 2019
N-metiltiramina Claddédio Anotado MARTINS et al., 2022
- BRITO et al., 2023

Iz
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procianidina A2  Cladddio Identificado MARTINS et al., 2022

procianidina B1 Claddédio Identificado MARTINS et al., 2022
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procianidina B2

OH

OH

HO 0)

Cladédio OH OH

OH

OH

OH

OH

Identificado

MARTINS et al., 2022

quercetina

OH

HO O

Cladédio oH

OH

OH O

Identificado

MARTINS et al., 2022
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HO o}
(0]

OH o] OH
rutina Cladodio Q Anotado DUTRA et al., 2018
OH
o} o) OH
HOI;[OH
OH
HO DUTRA et al., 2018
tiramina Cladadio Anotado MEDEIROS et al., 2019
NH, BRITO et al., 2023
0
tirosina Cladddio OH Anotado MEDEIROS et al., 2019
NH,
HO
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HO

tocoferol Semente Anotado MATARUCO et al., 2023
o)
OH
HO
trans-resveratrol  Cladddio Identificado MARTINS et al., 2022
OH
Semente MEDEIROS et al., 2019
B-sitosterol Anotado
Cladédio MATARUCO et al., 2023
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y-sitosterol Semente Anotado MATARUCO et al., 2023

I||III||-.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A exploracao sustentavel das diferentes partes da planta pode viabilizar o
desenvolvimento de novos produtos biotecnologicos, com impacto positivo tanto para
a saude humana quanto para o meio ambiente. Entretanto, estudos futuros sao
necessarios para avancar na padronizacdo dos extratos, na analise detalhada por
metaboldmica e na correlagdo entre os compostos bioativos e suas respectivas
atividades em modelos clinicos, garantindo assim o uso seguro e eficaz dos derivados
de C. jamacaru.

A diversidade fitoquimica de C. jamacaru tem sido amplamente investigada e
correlacionada a uma variedade de atividades biologicas que sustentam seu uso
tradicional e potencial farmacéutico. Estudos experimentais com extratos obtidos de
diferentes partes da planta, incluindo cladddios, frutos, sementes e lenho
demonstraram  propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante,
citotoxica/antitumoral, probidtica, antibacteriana, antidiabética, anti-helmintica e
antifungica. Esses achados reforgcam o valor de C. jamacaru como planta medicinal e
funcional, especialmente em estratégias de valorizagao da biodiversidade da Caatinga
brasileira (MEDEIROS et al., 2024; SOUZA et al., 2024).

Varios estudos investigaram a atividade antimicrobiana das diferentes partes
do mandacaru. Davet e colaboradores (2008) avaliaram extratos etandlicos brutos do
coértex e do lenho da planta contra oito bactérias patogénicas humanas. Os testes in
vitro mostraram que o extrato do cértex apresentou atividade antimicrobiana,
especialmente contra  Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A concentragao inibitéria minima (CIM)
do extrato bruto do cortex variou entre 3,04 e 97,40 mg/mL. Guimaraes e
colaboradores (2025) testaram um extrato salino dos cladddios de C. jamacaru. O
extrato apresentou efeito bacteriostatico contra uma cepa clinica de Staphylococcus
aureus (MICso de 199,09 mg/mL) e foi capaz de reduzir em mais de 90% a lise de
hemacias humanas induzida por essa bactéria. O efeito antimicrobiano foi atribuido a
presenca de compostos fendlicos, lectinas e inibidores de protease. Esses resultados
destacam o potencial da espécie como fonte de compostos bioativos para
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Em estudos in vivo usando camundongos, De Lima e colaboradores (2024)
avaliaram os efeitos anti-inflamatérios dos extratos aquoso e etandlico da planta C.

Jjamacaru. Ambos os extratos mostraram bons resultados no controle da inflamacgéo.
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Em um dos testes, que simulou uma inflamagado aguda no abdémen, os extratos
diminuiram a quantidade de células de defesa que migraram para a regiao inflamada.
Em outro teste, que simulou artrite (inflamacdo nas articulagdes), os extratos
reduziram o inchago das patas dos animais, indicando também um efeito anti-
inflamatério em longo prazo. Os autores associam tais efeitos as classes de
compostos identificadas na planta, principalmente flavonoides, taninos e alcaloides, e
sugerem que mecanismos como atividade antioxidante e modulagdo de mediadores
inflamatorios possam explicar a redugdo da resposta inflamatoria. Os resultados
reforcam o uso tradicional de C. jamacaru contra inflamagdes e indicam que ele pode
ser uma boa opg¢ao para o desenvolvimento de novos medicamentos naturais, com
poucos efeitos colaterais

Extratos aquosos e hidroalcodlicos de frutos maduros e cladédios de C.
Jjamacaru demonstraram elevada capacidade antioxidante, confirmada por ensaios
DPPH, ABTS e FRAP. A neutralizagao eficaz de radicais livres foi atribuida a presenca
de compostos fendlicos, flavonoides, betalainas e vitamina C, especialmente
concentrados nas partes pigmentadas da planta. Esses resultados indicam o potencial
dos extratos na atenuagao do estresse oxidativo celular, com aplicagbes promissoras
na prevengao do envelhecimento precoce e de doencgas crbnicas associadas a
processos oxidativos (MELO et al., 2017; DUTRA et al., 2018; DUTRA et al., 2019;
SANTOS et al., 2020; SOARES et al., 2021; MARTINS et al., 2022; DA-SILVA et al.,
2023; GUIMARAES et al., 2025).

Mataruco e colaboradores (2023) avaliaram a atividade antidiabética do dleo
extraido das sementes de C. jamacaru, com foco na inibicdo das enzimas digestivas
a-amilase e a-glicosidase, associadas ao controle glicémico. Os 6leos foram obtidos
por diferentes métodos, incluindo extracdo com n-propano pressurizado a 45, 75 e
105 bar, e extragao convencional por Soxhlet. Os resultados mostraram que os 6leos
extraidos com n-propano, especialmente em pressdes mais altas, apresentaram maior
capacidade de inibir a a-glicosidase (até 27,77% de inibicdo com 75 bar), enquanto a
inibicdo da a-amilase também foi significativa (até 81,35% com 75 bar). A inibigao
dessas enzimas reduz a digestao de carboidratos e a absor¢ao de glicose, ajudando
a controlar os picos de glicemia apds as refeicoes. A presenga de compostos bioativos
como Yy-sitosterol no 6leo, identificado apenas nas extracbes com n-propano, pode

explicar esse efeito, ja que esse fitosterol tem sido associado a inibicdo dessas
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enzimas digestivas. Assim, os autores concluiram que o 6leo de semente de C.
Jamacaru, especialmente quando extraido em condigbes otimizadas, apresenta
potencial antidiabético in vitro, podendo ser explorado em formulag¢des nutracéuticas
ou funcionais

Mota e colaboradores (2019) avaliaram a atividade antifungica de extratos
proteicos de diferentes partes de C. jamacaru, com destaque para o extrato da raiz,
que apresentou forte acdo contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum
gloeosporioides. Esse fungo é causador da antracnose, uma doenga de grande
impacto em culturas agricolas. O extrato da raiz foi capaz de inibir o crescimento
vegetativo e a germinacao dos esporos do fungo. Os resultados revelam o potencial
biotecnolégico de C. jamacaru como fonte de proteinas antifungicas naturais,
especialmente para controle de doencas em plantas

Diversos estudos evidenciam o potencial citotdoxico e antitumoral dos extratos
obtidos de C. jamacaru, especialmente dos cladddios e frutos. Essa atividade tem sido
majoritariamente atribuida a flavonoides, outros compostos fenodlicos e alcaloides
cujas estruturas interagem com alvos celulares essenciais, resultando em inibicdo da
proliferagcdo ou inducdo de morte celular programada (apoptose). Como ilustragao
desse padrdao, Dutra e colaboradores (2018) demonstraram que o extrato
hidroalcodlico dos cladédios de C. jamacaru reduziu de forma dose-dependente a
viabilidade de células de sarcoma 180 in vitro, sem efeitos adversos sobre linfocitos
humanos, e que a administracédo in vivo (20 mg/Kg) promoveu inibicdo tumoral de
86,07% sem sinais de mutagenicidade ou citotoxicidade sistémica. Esses achados
suportam a hipétese de que fragdes ricas em fendis e alcaloides possam modular o
ciclo celular e a via redox, contribuindo para efeitos antineoplasicos observados.

O estudo de Dutra e colaboradores (2019) avaliou o efeito da fase fenoldgica
de frutificacdo do C. jamacaru sobre sua atividade antiproliferativa. Os resultados
mostraram que os extratos dos cladddios em estagio de frutificagdo apresentaram
maior teor de flavonoides e promoveram a maior redugdo na viabilidade de células
tumorais de sarcoma 180 in vitro, especialmente apds 72 horas de tratamento.

Esses achados indicam que a frutificacdo potencializa a atividade antitumoral
da planta, reforcando seu uso como fonte promissora de compostos bioativos com
agao anticancer. Dos Santos e colaboradores (2021) avaliaram a toxicidade celular

utilizando fibroblastos murinos L929 como modelo. Diferentemente dos demais, este
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estudo enfatizou a baixa citotoxicidade do extrato aquoso, reforgando sua seguranca
para possiveis aplicagbes tdpicas ou orais, especialmente em produtos fitoterapicos
ou dermocosméticos. Os resultados ajudam a avaliar o perfil de segurancga da espécie.
Em conjunto, esses achados reforcam o potencial de C. jamacaru como fonte de
compostos bioativos com agéo antitumoral, embora mais estudos sejam necessarios
para elucidar seus mecanismos de agao, vias moleculares envolvidas e toxicidade
seletiva in vivo. Tais investigacdes s&o cruciais para o avango da planta como
candidata a produto farmacéutico de base natural.

As atividades biologicas relatadas de C. jamacaru estdao apresentadas na
Tabela 2. A ampla gama de bioatividades relatadas para C. jamacaru reflete a sua
riqueza fitoquimica e indica aplica¢gdes potenciais em biotecnologia, nutricdo e
farmacologia. Esses resultados reforgam o papel de C. jamacaru como uma fonte
promissora de compostos bioativos para o desenvolvimento de novos farmacos,
aditivos funcionais e insumos ecoldgicos. Apesar dos avangos, ha a necessidade de
realizacao de estudos clinicos aprofundados e de padronizacdo dos extratos para
garantir a seguranga, eficacia e viabilidade da incorporagdo de C. jamacaru em
produtos comerciais, ampliando assim sua aplicabilidade nas industrias farmacéutica,

alimenticia e ambiental.
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Tabela 2. Atividades Bioldgicas relatadas nas diferentes partes de (Cereus jamacaru DC.).

Atividade biolégica Parte da planta

Extrato

Referéncias

Cladadio
Antimicrobiana

Extrato salino
(0,15 M NaCl)

GUIMARAES et al.,
2025

Lenho e cortex

Extrato etandlico

DAVET et al., 2008

Extrato aquoso e

Anti-inflamatéria Cladédio N DE LIMA et al., 2024
Etandlico
Extrato
Fruto N MELO et al., 2017
metanodlico
Fruto Extrato aquoso SANTOS et al., 2020
Extrat
Fruto e SOARES et al., 2021
hidroalcodlico
Cladodio Extrato
(farinha) hidroalcodlico MARTINS et al., 2022
Antioxidante o Extrato salino GUIMARAES et al.,
Cladédios (0,15 M NaCl) 2025
.y Extrato
Cladddios DUTRA et al., 2018

Hidroalcoolico

Fruto e Cladddio

Extrato

Hidroalcoolico

DUTRA et al., 2019

- DA-SILVA et al.,
Fruto
2023
Extrato DOS SANTOS et al.,
Fruto Hidroalcodlico 2021

Fruto e cladddio
Citotoéxica/Antitumoral

Extrato

Hidroalcoolico

DUTRA et al., 2019

Cladddio

Extrato

Hidroalcoolico

DUTRA et al., 2018

Cladadio

Extrato Etanodlico

DE MEDEIROS et al.,

2019

Cladoédio

o (Farinha)
Probidticas

Fruto

Fruto in natura

Extrato bruto seco

MARTINS et al., 2023

MEDEIROS et al.,
2024
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Partes aéreas da  Oleo de semente

Antibacteriana SILVA et al., 2017
planta

- MATARUCO et al.,

Antidiabética Semente
2023
Anti-helmintica Cladédios Extrato proteico VATTA et al., 2011
Raiz, Caule e Fruto in natura

Antifungica MOTA et al., 2019

Frutos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nesse contexto, a busca por compostos antitumorais no C. jamacaru é
promissora, ja que o cancer € uma das principais causas de mortes em todo o0 mundo
(BOTELHO et al., 2025), sendo o céncer colorretal (CCR) uma das formas mais
prevalentes em todo o mundo representando a segunda maior causa de morte
relacionada ao cancer (PAN et al., 2023; OMARI et al., 2025). A taxa de mortalidade
elevada esta principalmente associada as metastases, que apresentam desafios
significativos no tratamento. O figado e os pulmdes sdo os Orgdos mais
frequentemente afetados pela disseminacdo do CCR, afetando mais de 50% dos
pacientes diagnosticados. Infelizmente, mais de dois tergcos das mortes em pacientes
com CCR sao atribuiveis as metastases (Yl et al., 2022). Outro fator que contribui para
a elevada taxa de mortalidade é o baixo indice de deteccéo precoce de CCR e, por
consequéncia, o resultado do tratamento de pacientes em estagios intermediario a
tardio nao é eficaz (ZHU et al., 2023).

1.2 CANCER COLORRETAL (CCR)

O céancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias malignas mais frequentes e
letais em todo o mundo, ocupando a terceira posicdo em incidéncia e a segunda em
mortalidade por cancer em diversos paises (IARC, 2020; Xl et al., 2021; PAN et al.,
2023). Em 2020, foram diagnosticados aproximadamente 1,9 milhdo de novos casos,
com cerca de 935 mil mortes atribuidas a doenca, representando cerca de 10% de
todos os cénceres diagnosticados anualmente (IARC, 2020; ISLAM et al., 2022;
BOTELHO et al., 2025). Estudos de projegao indicam que, até 2040, o numero de

novos casos de CCR chegue a 3,2 milhdes em todo o mundo, principalmente em
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paises de baixa e média renda (Xl et al., 2021; ISLAM et al., 2022). O crescimento
global do CCR esta fortemente associado ao envelhecimento da populagdo, ao
crescimento populacional, ao sedentarismo, a transigcdo nutricional, a urbanizacao
acelerada e a maior exposicao a fatores ambientais de risco (HUANG et al., 2019; Xl
et al., 2021; MANSOUR et al., 2024; REYAZ et al., 2025). Além do impacto clinico e
epidemiologico, o CCR representa uma carga econb6mica significativa para os
sistemas de saude, exigindo agdes integradas e eficazes de prevengéo, diagnostico
precoce e tratamento (GE et al., 2024; NARAYANAN et al., 2025).

Apesar da elevada carga global, a distribuicdo do CCR varia amplamente entre
paises, refletindo sobretudo o acesso ao rastreamento e o estadiamento ao
diagnostico. Nos paises desenvolvidos, onde ha maior cobertura de programas de
rastreamento, como a colonoscopia, observa-se uma redugao na mortalidade, reflexo
da detecgao precoce e dos avangos terapéuticos; ainda assim, o tratamento
prolongado continua a representar um desafio devido ao alto custo das terapias
(MANSOUR et al, 2024; OMARI et al, 2025). Em contraste, paises em
desenvolvimento tém registrado um aumento expressivo na incidéncia de CCR,
impulsionado por fatores como a adogao de habitos alimentares industrializados, o
sedentarismo e o envelhecimento populacional (BOTELHO et al., 2025; REYAZ et al.,
2025). Nessas regides, incluindo Asia (com destaque para o Sudeste Asiatico), Africa
e América Latina, o diagndstico do CCR ainda ocorre com frequéncia em estagios
avancgados, resultando em desfechos clinicos menos favoraveis e menores taxas de
sobrevida (BOTELHO et al., 2025; REYAZ et al., 2025). Quanto ao sexo, em taxas
padronizadas por idade, muitos paises mostram maior incidéncia em homens (ISLAM
et al., 2022; MANSOUR et al., 2024; NARAYANAN et al., 2025); no Brasil, nas taxas
brutas das estimativas 2023-2025 do Instituto Nacional do Cancer (INCA), observa-se
ligeira predominancia em mulheres.

Esse padrao de incidéncia e de diagnostico tardio repercute diretamente nos
custos e na carga sobre os sistemas de saude. Essa carga decorre de despesas
elevadas com internagdes, quimioterapia e cirurgias, sobretudo quando o diagndstico
ocorre em estagios avangados. (GE et al., 2024). Além disso, a morbidade associada
ao CCR, que frequentemente envolve longos periodos de tratamento e hospitalizacao,
compromete a qualidade de vida dos pacientes e reduz a produtividade,

principalmente entre aqueles em idade economicamente ativa (KHAJA et al., 2024).
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Em paises em desenvolvimento, essas dificuldades s&o agravadas pela limitada oferta
de exames basicos e pela dificuldade de acesso a tratamentos oncolégicos
(BOTELHO et al., 2025; REYAZ et al., 2025). Esses aspectos reforgam a urgéncia de
investimentos em politicas publicas que promovam a preveng¢ao, o rastreamento
populacional e o acesso equitativo a tratamentos eficazes.

No Brasil, essas tendéncias se repetem, com especificidades regionais que
merecem destaque, e o impacto dessa doencga tem crescido de forma alarmante nas
ultimas décadas, tanto em numero de novos casos quanto em ébitos. De acordo com
o INCA, o cancer de colon e reto ocupa a segunda posi¢cao entre os tipos de cancer
mais incidentes no pais, desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma. Para o
triénio 2023-2025, sao estimados 45.630 novos casos anuais, correspondendo a uma
taxa bruta de 21,10 casos por 100 mil habitantes, com 21,41/100 mil em mulheres e
20,78/100 mil em homens (BRASIL, 2022). A Regido Sudeste concentra as maiores
taxas, com 28,62/100 mil em homens e 28,88/100 mil em mulheres. Ja nas regides
Norte e Nordeste, embora as taxas sejam mais baixas, o crescimento proporcional
tem sido mais acentuado nos ultimos anos, revelando uma transicéo epidemiolégica
(BRASIL, 2022). Um estudo publicado na Revista Brasileira de Cancerologia mostra
que, entre 2006 e 2020, houve aumento constante na mortalidade prematura por CCR
em todos os estados brasileiros, dificultando o cumprimento das metas estabelecidas
pelo Plano de Enfrentamento das Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (TOFANI et
al., 2024). Projecbes da Fundagao do Cancer apontam que, entre 2030 e 2040, havera
um aumento em torno de 21% no numero de novos casos de CCR, passando de
aproximadamente 58.830 para 71.050 casos por ano, com maiores crescimentos
percentuais nas Regides Centro-Oeste (32,7%) e Norte (31,1%) (FUNDACAO DO
CANCER, 2025). Além disso, relatério do Instituto de Estudos de Saude Suplementar
(IESS) identificou um aumento de cerca de 80,3% na incidéncia de CCR em
beneficiarios de planos de saude entre 2015 e 2023, com destaque para o crescimento
entre jovens de 20 a 39 anos, o que reforca a necessidade de atengéo precoce e
atualizacéo dos critérios de rastreamento (IESS, 2025).

Dados regionais demonstram crescimento de casos entre individuos com
menos de 50 anos, especialmente nas Regides Sul e Sudeste, associado a
urbanizagao, alimentagao industrializada e disbiose intestinal; adicionalmente, o

aumento das internagdes por CCR em pessoas negras no Espirito Santo entre 2015
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e 2023 (96%) indica possiveis disparidades étnico-raciais na ocorréncia e no acesso
ao diagndstico e tratamento (TOFANI et al., 2024).

Embora existam recomendacdes nacionais para rastreamento do CCR, a
pratica ainda encontra diversos entraves no contexto brasileiro. Entre os métodos
mais utilizados estdo a colonoscopia (com visualizagado direta da mucosa, biopsia e
polipectomia), a pesquisa de sangue oculto nas fezes, especialmente o teste
imunoloégico (iFOBT ou FIT), mais sensivel que os métodos quimicos; e o antigeno
carcinoembrionario, utilizado como marcador tumoral principalmente para
monitoramento pos-tratamento.

O CCR é uma neoplasia maligna originada do epitélio do intestino grosso, cuja
progressao ocorre ao longo de 10 a 15 anos. A maioria dos casos se desenvolve por
meio de uma sequéncia bem estabelecida de alteracbes moleculares denominada
sequéncia adenoma—carcinoma, na qual a transformacéo gradual de mucosa normal
em adenoma e posteriormente em carcinoma envolve mutagdes nos genes APC,
KRAS e TP53, além de genes relacionados ao sistema de reparo de DNA,
especialmente em casos associados a instabilidade de microssatélites (IMS) (HUANG
et al., 2019; MALMIR et al., 2020; ZHU et al., 2023; OMARI et al., 2025; YANG et al.,
2025). Alteracdes epigenéticas, como a hipermetilacdo de promotores de genes
supressores tumorais, também contribuem para o desenvolvimento tumoral (MALMIR
et al., 2020). Dois principais mecanismos de instabilidade genémica estdo associados
ao CCR: a instabilidade cromossOmica, presente em cerca de 85% dos casos
esporadicos, que promove aneuploidia e heterogeneidade tumoral, e a IMS,
observada especialmente em casos hereditarios (SITEPU et al., 2022).

Além das alteragbes genéticas e epigenéticas, o contexto tecidual molda a
evolugao tumoral. O microambiente tumoral exerce papel essencial na progresséao do
CCR. Disbiose intestinal, inflamagao crbnica, alteragdes no perfil de citocinas e
desequilibrio redox contribuem para a proliferacédo celular, evasao do sistema imune
e resisténcia a apoptose. Diversas vias de sinalizacao sédo ativadas nesse contexto,
relacionadas a invasdo, angiogénese e crescimento tumoral (OMARI et al., 2025).
Diante dessa heterogeneidade biolégica do CCR, a literatura destaca modelos
celulares de referéncia que representam esses perfis, como a linhagem HCT-116
(MOURADOV et al., 2014). A HCT-116 € uma linhagem humana de carcinoma

colorretal amplamente citada como modelo de referéncia para estudos de proliferacéao,
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morte celular e resposta a agentes bioativos (MOURADOQYV et al., 2014; GUO et al.,
2019).

Na pratica clinica, esses processos se traduzem em um espectro de sinais e
sintomas. Clinicamente, nos estagios iniciais o CCR costuma ser assintomatico;
quando presentes, os sintomas variam conforme o estagio clinico e a localizagao
anatbmica do tumor (célon direito ou esquerdo) e incluem alteragdes do habito
intestinal (constipac&o ou diarreia crbnica), sangramento retal ou sangue oculto nas
fezes, dor abdominal persistente, anemia ferropriva, perda de peso involuntaria,
sensagao de evacuagao incompleta e, em casos avangados, massa abdominal ou
obstrucao intestinal (XIANG et al., 2020; Yl et al., 2022; KHAJA et al., 2024). Tumores
do codlon direito tendem a apresentacdo mais insidiosa, frequentemente associada a
anemia, enquanto tumores do colon esquerdo provocam obstrugdes e sangramentos
mais evidentes (XIANG et al., 2020; KHODAVIRDIPOUR et al., 2023). Quando nao
identificado precocemente, o tumor tende a disseminagédo, com impacto decisivo no
progndéstico. As metastases sdo frequentes, principalmente no figado, devido a
drenagem portal, e nos pulmdes, sendo essas localizagdes criticas para o prognostico
(YANG et al., 2022; NARAYANAN et al., 2025).

O risco de CCR resulta da combinagdo de fatores ambientais,
comportamentais, inflamatoérios e genéticos que atuam isoladamente ou de forma
sinérgica, favorecendo o surgimento e a progressdo de lesbdes pré-neoplasicas e
neoplasicas. No ambito dietético e comportamental, dietas ricas em carnes vermelhas
e processadas, com alta proporcao de gorduras saturadas e baixa ingestao de fibras,
frutas e vegetais, associam-se a maior risco de tumor colorretal, enquanto
sedentarismo, obesidade visceral, tabagismo e consumo excessivo de alcool
configuram fatores de risco independentes; por outro lado, uma dieta rica em fibras,
vegetais e antioxidantes naturais, aliada a atividade fisica regular e a manutencéao do
peso corporal, atua como fator protetor (KAJSIK et al., 2022; AL-AREER et al., 2023;
REYAZ et al., 2025; SITEPU et al., 2022; YANG et al., 2022). Entre as condi¢des
clinicas associadas, pacientes com colite ulcerativa ou doenga de Crohn apresentam
risco aumentado de desenvolvimento de CCR, sobretudo quando ha envolvimento
colénico extenso e inflamagao persistente por mais de oito anos; a inflamagéao cronica
leva a alteragdes no epitélio intestinal, promovendo displasia e transformagao maligna
(YANG et al., 2022; OMARI et al., 2025). No campo genético e hereditario, destacam-
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se a sindrome de Lynch, relacionada a defeitos nos genes de reparo de DNA e
responsavel por até 3% dos casos de CCR, associada a instabilidade de
microssatélites (IMS) e a polipose adenomatosa familiar (PAF), caracterizada por
centenas a milhares de podlipos adenomatosos no célon e reto, com risco elevado de
malignizacao precoce; individuos com histérico familiar de CCR, especialmente em
parentes de primeiro grau, apresentam risco significativamente aumentado,
justificando rastreamento precoce (SITEPU et al., 2022; HUANG et al., 2019). Outros
fatores incluem a disbiose intestinal e a exposicdo a compostos carcinogénicos
derivados da cocgdao de carnes, que influenciam processos inflamatérios e
epigenéticos no célon (HUANG et al.,, 2019; REYAZ et al., 2025). A combinacéao
desses determinantes aumenta a probabilidade de lesdes precursoras, reforcando a
necessidade de deteccao precoce.

O diagndstico precoce do CCR ¢é fundamental para aumentar as chances de
cura e reduzir a mortalidade, pois a identificacdo de lesbes pré-malignas,
especialmente polipos adenomatosos, permite intervengdes antes da progressao para
a malignidade. A colonoscopia permanece como exame padrao-ouro por permitir
visualizagdo direta da mucosa intestinal, realizacdo de biopsias e resseccdo de
polipos (XIANG et al., 2020; BOTELHO et al., 2025). Entre os métodos
complementares, destacam-se a pesquisa de sangue oculto nas fezes (iFOBT ou FIT),
nao invasiva e adequada para rastreamento populacional assintomatico; o teste de
DNA fecal, que detecta alteragdes genéticas associadas ao CCR; a colonoscopia
virtual por tomografia computadorizada; e o marcador tumoral, util no monitoramento
de recorréncia (SITEPU et al., 2022). Tais exames oferecem maior adesao e
acessibilidade, embora apresentem menor sensibilidade para lesdes planas e polipos
serrilhados (SITEPU et al., 2022).

Apesar da eficacia dos métodos, sua adogcao em larga escala esbarra em
obstaculos estruturais e culturais. Entre as principais barreiras estdo a falta de
campanhas publicas permanentes, o medo ou desconforto em realizar a colonoscopia,
a infraestrutura desigual entre regides, as longas filas para exames no Sistema Unico
de Saude (SUS) e a desinformacdo e estigmas sociais, 0 que contribui para
diagnésticos tardios e piores desfechos clinicos (KHODAVIRDIPOUR et al., 2023;
OMARI et al., 2025; XIANG et al., 2020). No entanto, ndo ha um programa nacional

de rastreamento populacional ativo no SUS, o que limita o diagndstico precoce;
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segundo o Instituto Oncoguia, aproximadamente 75% dos pacientes brasileiros
iniciam o tratamento com CCR em estagios avangados, reduzindo significativamente
as chances de cura (INSTITUTO ONCOGUIA, 2025). Estratégias de rastreamento
recomendam inicio entre 45 e 50 anos para a populagao geral e mais precocemente
para individuos com histérico familiar ou sindromes genéticas; quando implementados
de forma organizada, programas de rastreamento reduzem substancialmente a
mortalidade por CCR (ISLAM et al., 2022; MANSOUR et al., 2024). O diagndstico em
estagios avangados compromete severamente o progndstico, e a taxa de sobrevida
em cinco anos para pacientes com doenga metastatica é inferior a 15%, mesmo com
terapias modernas, reforgcando a urgéncia de detecg¢ao precoce amplamente acessivel
e de campanhas educativas (Yl et al., 2022; NARAYANAN et al., 2025).

O manejo terapéutico do CCR ¢é guiado pelo estadiamento e por marcadores
preditivos. Em tumores localizados no colon (estagios I-1ll), a ressecgao cirurgica é o
pilar do tratamento; a quimioterapia adjuvante € indicada em estagios de maior risco
para reduzir recidiva, com esquemas baseados em fluoropirimidinas e oxaliplatina,
considerando toxicidades como neuropatia e mielossupressdo (HUANG et al., 2019;
MALMIR et al., 2020; YI et al., 2022; PAN et al., 2023). No cancer de reto, além da
cirurgia, o planejamento visa controle local e preservacdo esfincteriana:
quimiorradioterapia neoadjuvante e estratégias de terapia neoadjuvante total tem
ampliado ressecabilidade e resposta patoldgica, permitindo em casos selecionados
abordagem “watch-and-wait” apds resposta clinica completa (Y| et al., 2022; PAN et
al., 2023).

Na doenga metastatica, a conduta distingue metastases potencialmente
ressecaveis (especialmente hepaticas), nas quais a combinagdo de cirurgia com
quimioterapia/terapia alvo pode oferecer controle prolongado e chance de cura em
subgrupos, de cenarios irressecaveis, em que a prioridade € controle sistémico e
qualidade de vida (GE et al., 2024; NARAYANAN et al., 2025).

No Brasil, o cuidado especializado ocorre nos Centros de Alta Complexidade
em Oncologia e nas Unidades de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia
(CACON/UNACON), e o acesso oportuno a cirurgia oncolégica, radioterapia,
quimioterapia e testes moleculares influencia diretamente desfechos, reforgando a

necessidade de integracdo entre diagndstico precoce, estratificagdo molecular e
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capacidade instalada (MALMIR et al., 2020; GE et al., 2024; NARAYANAN et al.,
2025).

A combinacao dos impactos do cancer colorretal na saude publica e o potencial
antitumoral de C. jamacaru reforga a relevancia desta investigagdo. De acordo com
dados da literatura, este é o primeiro estudo que avalia o efeito citotoxico de fragdes
de C. jamacaru especificamente contra a linhagem de adenocarcinoma colorretal
humano HCT-116, integrando triagem bioguiada, fracionamento e anotagao quimica
por CG-EM-IE 70 eV e CLUE-IES—-QTOF-EM com redes GNPS. Esse carater inédito,
alinhando evidéncia bioldgica direta em HCT-116 a anotacdo quimica das fragdes
ativas, posiciona o trabalho como contribuicdo original para a bioprospeccao de

recursos do semiarido brasileiro.

1.3 REDES MOLECULARES

Plantas que séo utilizadas como alimentos, como o C. jamacaru, podem conter
uma ampla variedade de metabdlitos que podem ser prospectados para fins
terapéuticos (DUTRA et al., 2018). Esses compostos sdo comumente separados e
identificados com auxilio de técnicas cromatograficas acopladas a métodos
espectroscopicos (p. ex., IV, RMN) e espectrométricos (principalmente espectrometria
de massas), como a Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG—
EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-EM). No entanto, tais técnicas podem gerar muitos espectros, que, se
identificados um a um usando ferramentas classicas de desreplicagdo com bancos de
dados de referéncia (Metlin, MassBank e NIST), pode tornar o processo
extremamente lento (CARRIOT et al., 2021; CALDAS et al., 2022). Assim, uma forma
de otimizacao desse processo € a utilizacdo de plataformas de desreplicagdo, como
as redes moleculares.

A rede molecular € uma ferramenta de visualizacdo que fornece uma viséo
geral de todos os ions de moléculas que foram detectados e fragmentados durante
um experimento. Ela usa um algoritmo computacional baseado em vetores para
comparar o grau de similaridade espectral entre todos os espectros em um conjunto
de dados (QUINN et al., 2017; SEO et al., 2022). A rede molecular levou ao

desenvolvimento da Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS),
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uma plataforma global, interativa e online de cédigo aberto que permite a geragéo de
redes moleculares em que os compostos s&o vinculados de acordo com sua
similaridade molecular (CARRIOT et al., 2021).

O GNPS é um sistema utilizado para processar dados brutos de espectros de
massas (sem nenhum tipo de tratamento) obtidos de espectrébmetros de massa de
alta resolugao. Ele analisa, agrupa e classifica esses dados com base em padrdes de
massas que correspondem a metabdlitos unicos. Isso permite a anotacdo de
metabalitos especificos em uma rede molecular utilizando a biblioteca de espectros
de massa do GNPS (CARRIOT et al., 2021; CALDAS et al., 2022; CHOI et al., 2023),
possibilitando a anotagao rapida de até centenas de metabdlitos presentes no extrato.

Dessa forma, considerando o potencial fitoquimico e biolégico de C. jamacaru,
esse trabalho teve como objetivo a triagem bioguiada de C. jamacaru DC., em relagéo
a atividade citotdxica. Para isso, foi realizado o teste de inibicdo na célula HCT-116
(carcinoma coélon-retal) do extrato etandlico e fracbes da planta. Além disso, a
ferramenta GNPS foi utilizada para anotacdo dos metabdlitos presentes nas amostras
vegetais. Essa abordagem demonstra uma alternativa inovadora e pratica, ja que o

GNPS permite uma anotacéao rapida de diversos metabdlitos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil quimico e avaliar o potencial citotoxico dos extratos obtidos de Cereus

Jjamacaru DC. (mandacaru).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a coleta e a identificacdo do material vegetal,

e Preparar o extrato etandlico de C. jamacaru;

e Fracionar o extrato etandlico por extragédo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato, das fragdes e subfragcdées contra linhagem
de células tumorais humanas HCT-116 (carcinoma colorretal);

e Fracionar os extratos e particdbes com as melhores atividades biolégicas por
técnicas cromatograficas;

e Realizar anotagdo de compostos por meio de cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao por elétrons

¢ |dentificar a composicao quimica dos extratos por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray.

e Utilizar as redes moleculares através do GNPS para anotacdo de metabdlitos

presentes no extrato e fragdes de C. jamacaru.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes foram de grau PA (para analise). Os solventes utilizados para a
extracdo e cromatografia em coluna: hexano, acetato de etila, diclorometano e
metanol foram de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck. Metanol, hexano e acetato
de etila foram destilados para maior grau de pureza.

3.2 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta de C. jamacaru (Figura 4) foi realizada na cidade de Santa Inés
(13°17°18.2”S; 39°48°29.6”W), municipio do estado da Bahia.

Figura 4. Obtencao dos cladodios de Cereus jamacaru DC.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O material botanico (18 Kg) inicialmente teve seus espinhos removidos (Figura
5a), depois foi levado ao laboratério onde foi removido o lenho (Figura 5b) obtendo-se
o material vegetal (Figura 5c).
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Figura 5. Processo de preparo de Cereus jamacaru. A= remogao de espinhos; B= remocéao

Fonte: Elaborado pelo autor.

O material vegetal foi identificado por Rosana Romero, da Universidade Federal
de Uberandia (UFU). Um espécime voucher (HUHUB85657) foi depositado no Herbario

Uberlandense da Universidade Federal de Uberlandia (Figura 6).
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Figura 6. Exsicata (voucher HUHU85657) de Cereus jamacaru DC. depositada no herbario

uberlandense da Universidade Federal de Uberlandia coletada em Santa Inés — Bahia
(13°17°18.2"S; 39°48°29.6"W) em 04 de Junho de 2021.

BRAHMS!

“('hi um Liberandense

copyright reserved

Herbarium Uberlandense - HUFU
Instituto de Biologia
Universidade Federal de Uberlandia

HeraARio Ne §5 65 F

FAMILIA: Cactaceae

-1

ESPECIE: Cereus Jamacuru

PROCEDENCIA: Municipio de Santa Inés. Bahia, Brasil. 13°17'08.8"S
39°48'13.0"W
OBSERVACOES: Nome popular: mandacaru, Mata Atidntica, beira da estrada.

Arbusto ca. 4 metros. Flor branca ca. 30 cm

COLETOR: LH.5. Menezes s.n DATA: 03.03.2024

DET.: DATA:

Fonte: Herbario Uberlandense da Universidade Federal de Uberlandia — voucher HUHU85657
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3.3 PREPARO DOS EXTRATOS

3.3.1 Obtencéo do extrato etandlico

O cladddio de C. jamacaru (aproximadamente 7 Kg in natura) foi triturado e
submetido a extragdo por maceracao durante 72 horas utilizado alcool etilico P.A. a
temperatura ambiente, com uma proporgao de material para solvente de 1:4 (m/v). Em
seguida, os extratos foram filtrados (papel de filtro qualitativo — Qualy, 80 g/m2) e o
solvente foi removido sob pressao reduzida utilizando um evaporador rotativo (Buchi,
modelo R-100) a uma temperatura baixa nao superior a 40 °C. Este procedimento foi

repetido cinco vezes, produzindo o extrato etandlico de C. jamacaru.

3.3.2 Fracionamento do extrato etandlico por extracéo liquido-liquido

O extrato etandlico de C. jamacaru (EXT-C) (70,0 g) foi solubilizado em 350 mL
de solugdo metanol/agua (8:2 v/v), filtrado a vacuo em funil de Buchner e submetido
a extracao liquido-liquido com solventes de polaridade crescente: hexano (5 x 280
mL), diclorometano (5 x 280 mL) e acetato de etila (5 x 280 mL) (Figura 7). Os
solventes foram removidos por destilacdo em evaporador rotativo sob pressao
reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C, obtendo as fragbes hexano (FHC),
diclorometano (FDC) acetato de etila (FAC) e hidrometandlica (FHID).
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Figura 7. Extracao liquido-liquido do extrato etandlico (EXT-C) de C. jamacaru.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS POR MEIO DE CROMATOGRAFIA EM
COLUNA

3.4.1 Fracionamento da fragdo hexano (FHC)

A fragdao hexano (FHC) foi selecionada para fracionamento por apresentar a
maior atividade citotéxica contra células humanas de carcinoma colorretal HCt-116 na
triagem inicial (ver segao 3.5 — Ensaio de citotoxicidade). Parte da fragdo hexano (3,0
g) foi submetida a uma separagdo cromatografica em coluna de vidro (J 4 cm)
empacotada com silica gel 63-200 um, diametro de poro 60 A (133 g). A eluigéo foi
feita de modo gradiente, utilizando como fase mdvel um sistema de solventes
iniciando com hexano 100%, seguida de hexano-acetato de etila (9:1) até 100% de
acetato de etila, seguida de acetato de etila:metanol (9:1 v/v) até 100% de metanol.

O fracionamento deu origem a 269 subfracbes, nomeadas conforme a ordem
de eluicao (de 1 até 269). Estas subfragbes foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada (CCD) e reagrupadas de acordo com similaridade dos valores de Rf
e aspecto fisico (cor), resultando em 45 grupos, nomeados de forma continua (FH-1
até FH-45) (Figura 8). Todas as 45 subfragbes foram submetidas ao ensaio de
citotoxicidade, no fluxograma (Figura 8), as caixas em verde indicam as subfracbes
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que apresentaram as maiores redugdes de viabilidade em HCT-116 na triagem in vitro

(concentragdes e critérios conforme Sec¢ao 3.5).

Figura 8. Fluxograma do fracionamento cromatografico em coluna de silica da fragdo hexano

(FHC) de Cereus jamacaru.

FHC
(3.09)

Atividade citotoxica Fase estacionaria: Silica gel
Fase moével: Gradiente de solventes: Hexano; Acetato de etila; Metanol

269 Fragdes: agrupamento por CCD

FH-1;, FH-2;. FH-31.5 FH-4q, FH-5) FH-6yg FH-7q, FH-8(10.48) FH-945.5)
26mg 68.5 mg 14.:8mg 1453 mg 75.2mg 544mg 3.9mg 269 mg 223mg

FH-10043 || FH-1em || FH-12u0ey || FH-13i200 || FH14@ee0 || FHAB61es || FH18srms || FH-17pss || FH-18259
267 mg 61mg 63mg 67mg 7.2mg 69mg 15.0.mg 11.3mg 12.4mg

FH-195457 FH-20i50.113 || FH2%443.007 || FH-221128430) || FH-23(130.009 || FH-280a0141 || FH-25(100.005 || FH-28j147.15g || FH-2Tj157.179

6.8 mg 228mg 324mg 6.6 mg 10.9 mg 4.7 mg 8.7 mg 31.9mg 36.8 mg
FH-28,75 FH-28,4 FH-30477.180) || FH-31181.187) FH-321gq FH-33(189.199, || FH-3%1200205 || FH-351006.219, || FH-38203014
71img 226 mg 427 mg 18.7 mg 27mg 37.8mg 28.5 mg 113.8 mg 38.6 mg

FH-37015.220, || FH-3850.534) || FH-39 03020 || FH-40p250000) || FH-41 003008 || FH-42050055 || FH-43 1057256 || FH-44p50060) || FH-4526029)
119.6 mg 1026 ma 107.4ma 1547 ma 133 mg 259.8 mg 2627 mg 145mg 220 1 mg

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.2 Fracionamento da fragéo diclorometano (FDC)

Parte da fracdo diclorometano (4,0 g) foi submetida a uma separagao em
coluna de vidro (@ 4 cm) empacotada com silica 63-200 ym, diametro de poro 60 A
(184,05 g). A eluicao foi feita de modo gradiente, seguindo como descrito no topico
4.6.1. O fracionamento deu origem a 281 subfragdes, nomeadas conforme a ordem
de eluicao (de 1 até 281). Estas subfragdes foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada (CCD) e reagrupadas de acordo com similaridade dos valores de Rf
e aspecto fisico (cor), resultando em 42 grupos, nhomeados de forma continua (FD-1
até FD-42) (Figura 9). Todas as 42 subfragdes foram submetidas ao ensaio de
citotoxicidade, no fluxograma (Figura 9), as caixas em azul indicam as subfragdes que
apresentaram as maiores redugdes de viabilidade em HCT-116 na triagem in vitro
(concentragdes e critérios conforme Segéao 3.5)
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Figura 9. Fluxograma do fracionamento cromatografico em coluna de silica da fracao
diclorometano (FDC) de Cereus jamacaru.

FDC
(4.049)

Atividade citotéxica Fase estacionaria: Silica gel
Fase movel: Gradiente de solventes: Hexano, acetato de etila, metanol
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FD-105,4 FD-1135.45 FD-1245 25 FD-135.01 FD-14g 5 FD-155 FD-165502 FDA7 5505 FD-187575 :
11.2mg 17.7 mg 11.1 mg 12.5mg 8.amg 9.2 mg 15.9mg 18.7 mg 22.3mg | |
{0.3%) (0.4%) {0.3%) (0.3%) (0.2%) (0.2%) (0.4%) (0.5%) {0.6%) |
FD-197575 FD-204.5 FD-21g, 57 FD-22g5 9 FD-23g41.4p5 FD-24,05.414 FD-25515.113 FD-26414118 FD-27 115120 /
9.5mg 146 mg 89.4 mg 14.7 mg 17.8mg 8.9mg 47 mg 7.3mg 46mg
(0.2%) (0.4%) (2.2%) (0.4%) (0.4%) (0.2%) (0.1%) (0.2%) (0.1%)
FD-28131 453 || FD-28434130 || FD-30s31456 || FD-31457489 || FD-32470 130 || FP-33200211 || FD-3421235 || FD-35285289 || FD-3Bas00ue F
4.5mg 11.5mg 239mg 16.5 mg 37.9mg 20.4 mg 497 mg 11.2mg 211mg
(0.1%) (0.3%) (0.6%) (0.4%) (0.9%) (0.5%) (1.2%) (0.3%) (0.5%)
FD-37 345052 FD-38353057 || FD-3935323 FD-4024 55 FD-41335r5 || FD-42z73284
169.4 mg 123.4 mg 1221 mg 1254 mg 131.2mg 2021 mg
{4.2%) (3.1%) (3.1%) (3.1%) (3.3%) (7.3%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS TUMORAIS HUMANAS PELO
METODO MTT

3.5.1 Cultura celular

A linha celular HCT-116 (carcinoma colorretal), da American Type Culture
Collection (ATCC), foi cultivada em meio RPMI (Gibco) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina/estreptomicina (10 y/mL) (Gibco). As
células foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de COg,
e a culturas foram dissociadas com tripsina EDTA a 0,25% (Gibco) a cada 2-3 dias

(dependendo da confluéncia).
3.5.2 Ensaio de citotoxicidade

As analises de citotoxicidade foram realizadas no laboratério de Farmacologia
de Produtos Naturais Marinhos, da Universidade de Sdo Paulo — USP. O efeito
citotdxico foi avaliado utilizando o método MTT. As células HCT-116 (0,6 x 10* células

por pogo) foram semeadas em uma placa de 96 pogos (3 x 10* células/mL, 200 uL de
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meio/pogo). A doxorrubicina (0,00064—10 uM) foi utilizada como controle positivo € 0
dimetilsulféxido (DMSO - 0,05%) como controle negativo. Apos 24 horas de
incubacgdo, os extratos (diluidos em DMSO em concentragdes de estoque de 10
mg/mL) foram adicionados em concentragdes de 50 pg/mL, ou diluicdes seriadas
(0,0032-50 uyg/mL) foram preparadas para determinar o ICso. Todos os tratamentos
foram realizados em duplicata e incubados por 72 horas.

ApOs esse periodo de incubacgdo, o sobrenadante foi substituido por meio de
cultura contendo solu¢do de MTT (0,5 mg/mL) e incubado por 3 horas. A solugéo de
MTT foi entdo removida e as placas foram secas a 35 °C por 30 minutos. O precipitado
contendo azul de formazan MTT foi dissolvido em 150 uL de DMSO e a absorvancia
foi medida a 570 nm (MOSMANN, 1983).

Os ensaios foram conduzidos em duplicata técnica (dois pogos idénticos por
condicdo na mesma placa, cuja média foi considerada como um unico valor do
experimento) e repetidos em trés experimentos independentes (triplicatas bioldgicas;
n=3), assegurando a repetibilidade técnica e representatividade biologica; n refere-se
ao numero de experimentos independentes, e as duplicatas técnicas ndo aumentam
n. A triagem inicial foi realizada em duas concentracdes (50 e 5 pg/mL) para avaliar a
atividade em diferentes niveis de exposi¢ao, detectar possiveis efeitos dependentes
da dose e estabelecer uma faixa de concentragao eficaz ou téxica para os testes
subsequentes. Concentragdes superiores a 50 ug/mL nao foram avaliadas para evitar
toxicidade inespecifica (por exemplo, efeitos do solvente, alteragbes fisico-quimicas
do meio e interferéncia no MTT), que pode superestimar a atividade (falsos positivos)

e nao refletir condigdes fisioldgicas clinicamente plausiveis.

3.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG-EM)

A analise quimica foi realizada utilizando um sistema GC Agilent Technologies
7890B acoplado a um detector GC/MSD 5977B, equipado com uma coluna
cromatografica capilar Agilent 19091S-433 HP-5MS Ul (30 m x 250 ym x 0,25 uym). A
analise foi realizada pelo método proposto por Adams (Adams, 2007). As condi¢des
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi definida para 210 °C

e foi utilizado hélio de alta pureza como gas transportador a uma vazao constante de
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0,9 mL/min. Foi injetado um volume de amostra de 1 yL no modo Split (20:1). O
espectrometro de massa foi operado no modo Scan com uma faixa de relagao
massa/carga (m/z) de 35-550, com uma contagem limite de 150 e um atraso do
solvente de 3 min, em ionizagao por elétrons (IE, 70 eV). Atemperatura do quadrupolo
foi mantida em 150 °C e a temperatura da fonte de ions foi definida em 280 °C. O
programa de temperatura do forno comecgou a 60 °C, aumentando a uma taxa de 3
°C/min até atingir 246 °C, onde foi mantido por 30 min. Os dados foram adquiridos e
processados no MassHunter Workstation (Agilent). A anotagé&o considerou biblioteca
NIST 17 (match = 80; reverse = 80) e indice de retengao calculado com n-alcanos C1o-
C40 nas mesmas condigbes cromatograficas, pela equagao de Van den Dool-Kratz.
Amostras em branco (solvente) foram analisadas entre injegbes para monitorar carry-
over. As analises de CG—EM foram realizadas no laboratério de Nanobiotecnologia
Professor Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética de Bioquimica da
Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-UFU) pela pés-doutoranda Dra. Arlene
Bispo dos Santos Nossol.

Adicionalmente, foram calculados os indices aritméticos (IA) dos compostos
(conforme a equacdo 1), os quais foram comparados com os valores de IA de
compostos de referéncia previamente estabelecidos e tabulados por Adams (2007).
Essa abordagem combinada, baseada na fragmentacao, no indice de similaridade e

nos indices aritméticos conferiu maior confiabilidade a anotagcdo dos compostos.

_ tr(x)—tr(Pz) =
IA = 100C(Py) + 100 [tR s Equacao 1

Na equacao 1, os indices aritméticos sao calculados a partir do numero de carbonos
do alcano (C(Pz)) com tr anterior analisado, do tempo de retengao (fr) dos compostos
analisados (fr(x)) e dos tempos de retengcdo do alcano anterior (fr (Pz)) e posterior
(tR(Pz+1)).

3.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELETROSPRAY (CLUE-
IES-QTOF-EM)

As analises foram realizadas no NuBBE, no Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista - UNESP. A analise quimica foi realizada utilizando um cromatografo
Acquity H-Class, composto por uma bomba quaternaria (gerenciador de solvente
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quaternario), detector de arranjo de diodos (PDA e A DAetector), forno de coluna,
injetor automatico (Sample Manager - FTN). O espectrémetro de massas utilizado foi
um Xevo G2-XS QTof com fonte de ionizagéo por eletrospray (IES) e analisador QTof
(quadrupolo Time-of-Flight). As separagdes analiticas por CLUE foram realizadas em
uma coluna Acquity CLUE HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1 mm, 1,8 ym). O sistema de
solvente foi gradiente de 10 min de acetonitrila em solugéo aquosa de acido férmico a
0,1% (5-100%, vazédo de 5,0 yL min—-1). A aquisicdo dos dados foi realizada no
software MassLynx, da Waters.

As amostras analisadas (EXT-C, FHC, FDC, FAC e FHID) foram submetidas a
clean up em SPE-C18 (cartucho de 3 mL/500 mg). O cartucho foi condicionado com
6 X Vm de MeOH (5 mL) e equilibrado com 6 x Vm de MeOH:H20 95:05 (v/v) (5 mL). A
amostra, previamente solubilizada em MeOH, foi carregada no cartucho. Em seguida,
procedeu-se a eluicdo com 4 x Vm de MeOH:H20 95:05 (v/v) (3 mL). O eluato foi seco
e ressuspenso em MeOH. As solugbes foram filtradas em filtro de seringa 0,22 um
antes da analise. Apos o procedimento, o cartucho foi limpo com 6 x Vm de MeOH (5
mL).

3.8 CONSTRUGCAO DE REDE MOLECULAR UTILIZANDO GNPS

Para o conjunto de CG-EM-IE 70 eV, foram processadas as amostras de
Cereus jamacaru: fragado hexano (FHC) e fragédo diclorometano (FDC), incluindo suas
subfragdes que apresentaram atividade citotdxica contra células tumorais humanas
de HCT-116 (carcinoma colorretal) (Ver secao 3.4). Uma rede molecular foi criada com
o fluxo de trabalho (workflow) Library Search/Molecular Networking GC na plataforma
GNPS (https://gnps.ucsd.edu) (WANG et al., 2016). A tolerancia de ion fragmento IE
(70 eV) foi de 0,5 Da, com uma tolerancia de massa do ion precursor definida para
20.000 Da (valor deliberadamente amplo, pois em IE (70 eV) nao ha isolamento de
precursor, assim, a tolerancia muito alta impede que diferencas arbitrarias no campo
de precursor bloqueiem o pareamento de espectros). Para construir a rede, as arestas
foram filtradas para incluir apenas aquelas com uma pontuagao cosseno acima de 0,7
e mais de seis picos correspondentes. Esse limiar (= 6 picos) € amplamente utilizado
no GNPS porque equilibra sensibilidade e especificidade: valores menores tendem a

gerar arestas falsas quando os espectros tém poucos fragmentos, enquanto valores

65



maiores tornam a rede excessivamente conservadora e fragmentada. As conexdes
entre os nds foram mantidas apenas se cada né estivesse classificado entre os 10
nos mais semelhantes do outro. Além disso, o tamanho maximo da familia molecular
foi limitado a 100, e as arestas com pontuagdo mais baixa foram removidas até que o
tamanho da familia ficasse dentro desse limite. Os espectros da biblioteca foram
filtrados de forma semelhante, usando os mesmos parametros dos dados de entrada,
e as correspondéncias entre os espectros da rede e os espectros da biblioteca
exigiram uma pontuagdo cosseno acima de 0,7 e um minimo de seis picos
correspondentes. As redes moleculares foram visualizadas usando o software
Cytoscape (SHANNON et al., 2003).

Para o conjunto de CLUE-IES-EM/EM, foram processados o extrato etandlico
dos cladédios (EXT-C), as fragdes FHC, FDC, FAC e FHID, em modos IES* e IES-.
Uma rede molecular foi gerada pelo fluxo de trabalho (workflow) Library
Search/Classic Molecular Networking do GNPS (https://gnps.ucsd.edu) (WANG et al,
2016), a partir dos dados de CLUE-IES-EM/EM (modos IES* e IES~ submetidos
separadamente). Os espectros foram filtrados removendo-se todos os ions fragmento
no intervalo de + 17 Da em torno do m/z do precursor e aplicando-se window filtering,
retendo apenas os 6 ions fragmento mais intensos em janelas de + 50 Da ao longo do
espectro. A tolerancia de massa do ion precursor foi fixada em 2,0 Da e a tolerancia
para ions fragmento em 0,9 Da. A rede foi construida mantendo-se arestas com
pontuacdo de cosseno = 0,70 e mais de seis picos pareados. Além disso, uma
conexao entre dois nés permaneceu no grafo apenas quando reciproca entre os
respectivos dez vizinhos mais semelhantes (Top 10). O tamanho maximo de cada
familia molecular foi limitado a 100 nds, removendo-se, quando necessario, as arestas
de menor escore até atender a esse limite. Em seguida, os espectros da rede foram
pesquisados nas bibliotecas publicas do GNPS, apds aplicagao dos mesmos filtros, e
as correspondéncias foram aceitas somente quando a pontuagao cosseno foi = 0,70
e houve mais de seis picos pareados. As redes resultantes foram exportadas e
visualizadas no Cytoscape (SHANNON et al., 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENGCAO DOS EXTRATOS E FRACIONAMENTO DE C. JAMACARU

A escolha e execugao de um processo de extragcdo adequado € essencial no
estudo da quimica de produtos naturais, visto que impacta diretamente na preciséao,
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. Além disso, uma extragao eficiente
resultara em altos rendimentos, proporcionando melhor estudo dos metabdlitos da
planta.

No presente estudo, optou-se por utilizar a extragédo por maceragao, que tem
como principal vantagem extrair os compostos sem que sua estrutura seja modificada,
visto que ocorre a temperatura ambiente e pressao atmosférica. O cladddio de C.
Jjamacaru in natura (aproximadamente 7 kg) foi submetido a extragdo por maceragao
em alcool etilico, seguido de filtracado, destilacdo em evaporador rotativo a pressao
reduzida e banho de aquecimento a 40 °C. Além da destilacao, o extrato foi liofilizado
para remogao de agua remanescente, uma vez que o C. jamacaru é constituido de
aproximadamente 90% de agua. Cinco ciclos de extracdo foram realizados e as

massas obtidas sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Massas obtidas na extragédo etandlica de Cereus jamacaru.

Ciclos Massa (g)
12 Extracao 60,0
22 Extracao 33,2
32 Extracao 18,0
42 Extracao 13,4
52 Extracao 8,6
Massa total 133,13

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 4 apresenta as massas e os rendimentos obtidos a partir da extragao
liquido-liquido realizada com 70,0 g do extrato etandlico de C. jamacaru, utilizando
solventes com polaridade crescente (hexano, diclorometano e acetato de etila). O

processo de fracionamento foi conduzido com o objetivo de separar os compostos
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presentes no extrato com base em suas afinidades quimicas pelos diferentes
solventes, os quais apresentam polaridade distintas. O hexano, solvente de baixa
polaridade, € eficiente na extragao de substancias apolares, como hidrocarbonetos e
lipidios, o diclorometano apresenta polaridade intermediaria, sendo capaz de
solubilizar compostos moderadamente polares, como certos alcaloides e terpenos, ja
o acetato de etila, considerado um solvente mais polar, tem afinidade por compostos

fendlicos, flavonoides e outros metabdlitos polares (POOLE, 2019).

Tabela 4. Rendimentos obtidos da extracao liquido-liquido.

Fracao Massa obtida (g) Rendimento (%)
Hexano 8,7 12,4
Diclorometano 9,0 12,9
Acetato de etila 8,9 12,7
Hidrometanodlica 28,0 40,0
Residuo sélido da filtragcao 12,8 18,3
Massa total 67,4 96,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse fracionamento seletivo permitiu a separacédo parcial dos componentes
quimicos do extrato. De acordo com a Tabela 4, os rendimentos das fragdes obtidas
com os solventes organicos foram bastante préximos entre si: 12,4% para a fragao
hexanica (8,7 g), 12,9% para a fragéo diclorometanica (9,0 g) e 12,7% para a fragao
extraida com acetato de etila (8,9 g). Esses valores indicam uma distribuicdo
relativamente equilibrada dos compostos nas trés fases organicas, sugerindo a
presenca de substancias com diferentes polaridades no extrato inicial. A fragao
hidrometandlica, obtida apds a remogao dos constituintes mais apolares, apresentou
o maior rendimento (28,0 g; 40,0%), evidenciando que uma parte significativa dos
compostos permaneceu na fase mais polar. Ja o residuo sélido retido no papel filtro
correspondeu a 12,8 g (18,3%), indicando a presenga de materiais insoluveis nos
solventes utilizados. Somando todas as fragdes, obteve-se um aproveitamento de
67,49, correspondente a 96,3% da massa total inicial, 0 que demonstra boa eficiéncia

do processo de extracio.
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Em decorréncia de um incidente ocorrido no local das amostras, a fracao
hidrometandlica foi excluida das analises subsequentes, a fim de evitar a inclusao de
dados potencialmente comprometidos, dada a possibilidade de contaminacdo da
fracdo. Dessa forma, as analises prosseguiram com as fragdes hexano, diclorometano

e acetato de etila.

4.2 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

Na terapia clinica do cancer, um dos principais objetivos € eliminar de forma
efetiva as células cancerosas, seja por apoptose, ou por morte celular programada
(JAKOVLJEVIC et al., 2023). O céncer colorretal (CCR) € uma das neoplasias mais
incidentes do mundo. Compostos quimioterapicos como doxorrubicina, 5-fluorouracil
e oxaliplatina sdo comumente usados para o tratamento do CCR, contudo, reagbes
adversas e quimiorresisténcia tém sido descritas na literatura, reduzindo assim sua
utilidade clinica (DA SILVA et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Assim, o estudo de novos
compostos com atividade antitumoral ainda é necessario para reduzir as reacdes
adversas e melhorar as respostas ao tratamento em pacientes com CCR.

A avaliagao citotoxica do extrato e fragdes foi realizada com o uso do ensaio de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), que € um método
preciso, quantitativo e muito sensivel (RIFANA et al., 2023). A quantidade do substrato
degradado pelas enzimas mitocondriais em células viaveis é calculada em um
determinado periodo e, em seguida, fornece uma contagem do numero de células
vivas no conjunto de células testadas (NONGPIUR et al., 2023). Devido a relagao
linear entre a atividade celular e a absor¢céo, o numero de células vivas/mortas pode
ser calculado empregando a diferenga na leitura de absorbancia a 570 nm em
conjuntos de células de controle e tratadas (BATIBAY et al., 2023; NONGPIUR et al.,
2023).

Inicialmente, o extrato etandlico (EXT-C) e as fragdes de hexano (FHC),
diclorometano (FDC) e acetato de etila (FAC) de Cereus Jamacaru foram submetidos
a avaliacgao citotoxica realizada contra a cepa HCT-116 (cancer de célon humano). Os
resultados da taxa de inibicao do crescimento da linha de células tumorais humanas
contra essas amostras sdo mostrados na Figura 10. Os experimentos foram

realizados em uma concentragao de 50 pg/mL e as amostras com uma porcentagem
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de inibicdo superior a 75% foram consideradas ativas. O medicamento antitumoral,
doxorrubicina (DOX), foi usado como controle positivo.

Na triagem a 50 yg/mL, FHC foi a mais ativa (88,59 + 10,88%), praticamente
coincidente com DOX (88,95 £ 0,76%). EXT-C e FDC foram intermediarias (59,17 +
4,17% e 65,91 £ 14,03%, respectivamente), enquanto FAC ficou abaixo do limiar de
75% (38,29 £ 7,41%). Esse resultado expressivo sugere a presenca de compostos
bioativos relevantes nesta fragdo. O extrato EXT-C e a fragcdo FDC também exibiram
atividade citotéxica, embora em niveis moderados, com percentuais de inibicdo de
59,17 £ 4,17% e 65,91 £ 14,03%, respectivamente. Em contrapartida, a fragcdo FAC
apresentou uma inibicao consideravelmente mais baixa, de apenas 38,29 + 7,41%, o
que levou a decisdo de exclui-la das etapas subsequentes de analise, por nao

apresentar atividade relevante.
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Figura 10. Porcentagem de inibicdo do crescimento de células HCT-116 (carcinoma
colorretal) (eixo Y) em relagdo ao extrato, as fragdes e ao controle (doxorrubicina) testados

em uma concentragao de 50 ug/mL (eixo X). Valores: média £ EPM (erro padrao da média).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dando continuidade ao estudo, a fracdo FHC foi submetida a cromatografia em
coluna visando o fracionamento de compostos com potencial atividade bioldgica.
Apesar de a fragao FDC ter apresentado uma atividade intermediaria, ela também foi
selecionada para anadlise cromatografica, uma vez que os dados sugerem que
metabdlitos menos polares presentes nessa fragdo podem estar relacionados a
atividade citotoxica observada. As novas subfracdes obtidas a partir desses
procedimentos cromatograficos foram, entdo, avaliadas quando ao seu potencial
citotéxico. Os resultados dessas analises estao apresentados na Figura 11, na qual é

possivel observar que as fragoes.
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Figura 11. Porcentagem de inibicao do crescimento de células HCT-116 (carcinoma colorretal)

(eixo Y) em relagdo as subfragdes da cromatografia em coluna testada em uma concentragao

de 50 pug/mL (eixo X). Valores: média + EPM (erro padrao da média).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliagao citotdxica das subfra¢des de FHC (FH-n) e FDC (FD-n) indicou que,

a 50 yg/mL, 16 fracées da FHC e 10 fragdes da FDC foram consideradas ativas por

excederem o critério de 75% de inibicdo. Importante destacar que esse limiar € apenas
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o ponto de corte da triagem: diversas subfragdes apresentaram inibicbes = 90% e
algumas atingiram 100%, conforme a figura 11. Para comparacgéo direta, o controle
positivo doxorrubicina inibiu 88,95 + 0,76% na mesma concentragéo (50 ug/mL). Para
fins de comparacao, foi relatado que Angelica gigas, uma erva medicinal tradicional
do leste asiatico, apresenta citotoxicidade contra células HCT-116 que varia de 41,59
a 50,67% em concentragdes entre 75 e 300 pg/mL, respectivamente (GE et al., 2024),
ou seja, os autores utilizaram concentragbes maiores do que o presente estudo e
obtiveram resultados de citotoxicidade inferiores aos encontrados com C. Jamacaru.
Em outro estudo semelhante, um extrato das flores de Ipomoea staphylina contra
células HCT-116 inibiu o crescimento celular em 50% em uma concentragdo de 50
pg/mL (NARAYANAN et al.,, 2025). Essas descobertas da literatura reforcam o
potencial de C. jamacaru como candidato promissor para terapias anticancer, sendo
necessarios mais estudos sobre a planta.

Alguns estudos relataram anteriormente o potencial citotéxico de C. jamacaru
contra varias linhagens de células. Dutra et al. (2019) avaliaram a atividade citotdxica
de extratos hidroalcodlicos de C. jamacaru contra células de sarcoma 180 in vitro. Eles
observaram que os extratos hidroalcodlicos do fruto e dos cladddios de C. jamacaru
reduziram significativamente a viabilidade celular apés um periodo de tratamento que
variou de 24 a 72 horas. Em um estudo realizado por Dutra et al. (2018), o extrato
hidroalcodlico dos cladédios de C. jamacaru reduziu significativamente a viabilidade
do sarcoma 180 apods 24 e 48 horas de exposigdo em diferentes concentragdes (10,
50 e 100 pg/mL). Em um estudo semelhante, Souza et al. (2001) avaliaram a atividade
anticancerigena do extrato hidroetandlico de cladddios de C. jamacaru, usando um
modelo de camundongo induzido por sarcoma 180, e observaram uma inibicdo do
crescimento tumoral de 65,61%. Notavelmente, os extratos e as fragdes apresentaram
porcentagens de inibicdo proximas e, em alguns casos, superiores a doxorrubicina
(88,95 + 0,76%), indicando uma forte atividade citotoxica dos extratos e das fragoes
contra linhagens celulares HCT-116. Coletivamente, esses estudos, juntamente com
as descobertas apresentadas neste trabalho, apoiam o potencial terapéutico de C.
Jjamacaru como uma fonte promissora de novos metabdlitos para aplicagcbes
anticancer.

Para comparar a poténcia entre as amostras vegetais, estimaram-se os 1Cso

das mais ativas (Tabela 5). A doxorrubicina foi utilizada exclusivamente como controle
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positivo em concentragdo fixa para validacdo do ensaio (janela dindmica e
consisténcia entre placas), conforme boas praticas de triagem, n&do se estimou ICso
para a doxorrubicina neste estudo. Deste modo, a Tabela 5 apresenta apenas os ICso

do extrato, das fragbes e subfragdes.

Tabela 5. Valores de concentragdo inibitéria de 50% (ICso) dos extratos e fragbes de C.

Jjamacaru contra células tumorais humanas HCT-116.

HCT116

ICs0 (ug/mL) — (R?)
Extrato etandlico (EXT-C) 49,34 (0,7591)
Fracao acetato de etila (FAC) 94,64 (0,9004)
Fragcao hexano (FHC) 41,30 (0,8865)
FH-4 46,44 (0,8359)
FH-7 43,10 (0,7089)
FH-8 45,14 (0,9500)
FH-9 47,64 (0,8608)
FH-10 57,12 (0,9925)
FH-11 69,38 (0,9445)
FH-14 95,86 (0,7960)
Fracao diclorometano (FDC) 46,61 (0,9465)
FD-2 47,89 (0,9503)
FD-3 39,02 (0,9668)
FD-5 54,83 (0,9086)
FD-12 43,08 (0,9825)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ICs0 foram estimados por ajuste nao linear. O Coeficiente de Determinagao
(R?) é informado apenas como indicador de varidncia explicada pelo modelo. Em
ajustes nao lineares, ele ndo deve ser interpretado isoladamente como critério de
qualidade, assim, além do R?, foram inspecionados a monotonicidade da curva, a
presenca de platds inferior e superior na janela de concentracdes, a distribuicdo de

residuos ao longo do eixo da dose e a reprodutibilidade entre repeticdes. Os
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experimentos foram realizados com n=3 independentes, cada um com duplicata
técnica.

Para amostras com R? 2 0,90, os ajustes foram considerados consistentes com
a estimacgdo de ICso. Valores com R? entre 0,80 e 0,89 foram aceitos quando havia
suporte visual (curva bem-comportada, platdés definidos) e baixa dispersdo entre
replicatas. Casos com R? < 0,80 foram interpretados com cautela, por sugerirem maior
influéncia de ruido experimental, janela de dose insuficiente, precipitagcao/turbidez em
doses altas, ou citotoxicidade limitada da amostra na faixa testada.

Em termos de poténcia (ICso), as amostras apolares foram mais promissoras.
A fragdo FHC apresentou ICso = 41,30 yg/mL (R? = 0,8865), enquanto FDC exibiu
46,61 ug/mL (R? = 0,9465). A subfragdo FD-3 destacou-se com 39,02 uyg/mL (R? =
0,9668). O extrato (EXT-C) ficou proximo ao limiar de interesse (49,34 ug/mL), e a
FAC foi a mais fraca (94,64 ug/mL). Esses valores colocam FHC, FDC e FD-3 na faixa
moderada de atividade para extratos/fracbes (ANYWAR et al., 2022; CANGA et al.,
2022), ao passo que FAC é pouco ativa. Em comparagao, o controle DOX €& muito
mais potente (farmaco puro), servindo aqui como ancora de ensaio, ndo como padrao
de referéncia direto.

Cabe destacar que a FHC apresentou ICso0 inferior ao da maioria de suas
subtragdes e, no conjunto FDC, apenas a subfragdo FD-3 a superou. Esse padrao é
compativel com trés mecanismos descritos na literatura: o primeiro sdo os efeitos de
mistura (adi¢cdo/sinergia) entre constituintes que se atenuam ao subfracionar, pois a
separagcdo pode desfazer interagbes benéficas presentes no complexo
(WILLIAMSON, 2001; WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). O segundo esta
associado a distribuicao/diluicdo dos principios ativos em varias subfra¢des, reduzindo
a concentracao efetiva de cada uma (SARKER; NAHAR, 2012). O terceiro sdo as
perdas técnicas e efeitos de manuseio, que podem diminuir a atividade aparente apos
etapas cromatograficas (KUMAR; GAUTAM; ALNOUTI, 2022; WILLIAMS et al., 2023).

Os resultados de ICso relatados na literatura para outras espécies frente a HCT-
116 sdo, em geral, mais altos do que os aqui obtidos, indicando poténcia
comparativamente superior das amostras de C. jamacaru. Os valores de [Cso
relatados (ug/mL) incluem aqueles dos extratos metandlicos obtidos por Soxhlet de
Vernonia amygdalina >1000 pg/mL e extratos metandlicos de folhas por ultrassom

511,9 £ 19,4 yg/mL, bem como aqueles de Leea indica 89,1 + 38,5 pg/mL, etandlico
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em Soxhlet 100,8 + 15,1 ug/mL, metandlico em Soxhlet 71,7 + 42,0 ug/mL e extratos
de folhas em agua em Soxhlet 92,7 + 16,6 ug/mL (SIEW et al., 2019). Em outro estudo,
a Cleistocactus winteri, uma planta suculenta da familia Cactaceae, foi avaliada contra
linhas celulares de carcinoma colorretal humano (HCT 116), com um valor ICso
relatado para o extrato metandlico de 357 pg/mL (MINA et al., 2020).

Para identificar os metabdlitos responsaveis por essa atividade citotoxica e
considerando a baixa polaridade das fragdes mais ativas, foi realizada uma analise de
CG-EM-IE 70 eV. Os resultados de citotoxicidade superiores a 75% sao promissores

na busca de compostos com potencial atividade contra células colorretais HCT-116.

4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS E DE GNPS

Com intuito de determinar a composi¢cao quimica dos compostos presentes nas
fracdes bioativas de C. jamacaru, foi empregada a técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, a qual se mostra adequada para analise de
compostos de meédia polaridade e baixo peso molecular. Essa abordagem é
promissora para a caracterizacdo das fracbes hexano e diclorometano.
Posteriormente, a deconvolugao espectral do conjunto de dados foi realizada usando
o ambiente GNPS com a ferramenta MSHub, seguida pela criacdo de uma rede

molecular no GNPS.

4.3.1 Cromatografia a Gas

A analise das fragbes de C. jamacaru por cromatografia a gas permitiu observar
a complexidade dessa matriz vegetal. A anotagdo dos compostos presentes nas
amostras foi realizada com base nos espectros de massas obtidos das analises
cromatograficas, utilizando o software MassHunter da Agilent Technologies. Para isso,
foram comparados os padrdes de fragmentagdo dos ions presentes nos espectros
experimentais com os espectros de referéncia disponiveis nas bibliotecas integradas
ao MassHunter. Essa comparagao permitiu avaliar a similaridade entre os compostos
analisados e os registros da biblioteca, considerando tanto os ions caracteristicos
quanto a intensidade relativa dos fragmentos. Além da correspondéncia visual entre

os espectros, foi utilizado o indice de similaridade fornecido automaticamente pelo
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software, o qual expressa numericamente o grau de concordancia entre os espectros
experimentais e aqueles da biblioteca.

Adicionalmente, foram obtidos os indices de retencéo (IA) conforme descrito
em Materiais e Métodos (Secgao 3.7, Equacdo 1) e confrontados com valores de
referéncia tabelados por Adams (2007). A concordancia entre padrdes de
fragmentacgao, indice de similaridade da biblioteca e IA, aumentam a confiabilidade
das atribuicbes(anotagdes). Ao utilizar essa abordagem foi possivel anotar 57

compostos (Figura 12, Tabela 6, Apéndices 1-57).
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Tabela 6. Compostos anotados nas fragdes hexano e diclorometano e subfragées obtidas de C. jamacaru usando a analise de cromatografia a

gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM-IE 70 V).

Numero 2tR (min) Nome do composto Fragées b(%) 1A dAr
1¢ 18,65 acido nonanoico FH-4 95 1254 1267
2¢ 22,71 4-hidroxibenzaldeido FD-1 98 1345 1355
3 24,01 heptanodioato de dimetila FH-3 82 1374 -
4¢ 25,44 4-hidroxi-benzenoetanol FD-11 91 1407 -

5 25,98 9-oxononanoato de metila FH-3 95 1420 -
6° 26,15 p-hidroxiacetofenona FD-1 95 1424 -
7 28,34 acido 8-metoxi-8-oxooctanoico FH-4 97 1475 -
8¢ 30,76 azeleato de dimetila FH-3 95 1534 -
9e 31,31 acido dodecanoico FH-10 94 1547 1565
10 32,59 acido 8-(metoxicarbonil)octanoico FH-3; FH-4 96 1579 -
11¢ 32,79 hexadecano F.HEX; FH-2 91 1584 1600
12¢ 36,68 heptadecano F.HEX; FH-2 98 1683 1700
13¢ 36,91 2,6,10,14-tetrametilpentadecano F.HEX; FH-2 97 1689 -
14¢ 37,65 tetradecanoato de metila FH-4 96 1709 1722
15 38,84 heptadecanol FH-2 88 1741 -
16¢ 39,02 acido tetradecanoico FH-3; FH-4; FH-5; FH-7; FH- 98 1746 -

9; FH-10; FH-11; FH-12; FH-
14;: FH-15; FH-16; FH-18
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17

18
19
20

21¢
22
23
24¢
25
26

27

28

29¢

30¢

39,3

39,32
39,74
40,04

40,38
40,73
41,33
42,02
42,52
43,91

44,63

44,83

45,98

47,13

6-hidroxi-4,4,7a-trimetil-5,6,7,7a-
tetrahidrobenzofurano-2(4H)-ona
3-metilheptadecano
acido undecanodioico
4-hidroxi-4-(3-oxo-1-butenil)-3,5,5-
trimetilciclohex-2-en-1-ona
octadecano
2,6,10,14-tetrametilhexadecano
pentadecanoato de metila

6,10,14-trimetil-pentadecan-2-ona

acido pentadecanoico
nonadecano
7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-
dieno-2,8-diona

palmitato de metila

acido hexadecanoico

palmitato de etila

FD-13; FD-11; FD-12

FH-2
FH-3
FD-11

F.HEX; FH-2
FH-2
F.HEX; FH-4
F.HEX; FH-3; FH-4; FH-5;
FH-7; FH-10; FH-16
FH-9; FH-10
F.HEX; FH-2
FD-2; FD-5; FD-8; FD-10;
FD-11; FD-12; FD-13
F.HEX; FH-19; FH-10; FH-7;
FH-5; FH-16; FH-14; FH-18;
FH-9; FD-2; FH-3; FH-4
FH-3; FH-4; FH-5; FH-7; FH-
9; FH-14
F.HEX; FH-3; FH-4

98

90
81
91

97
96
86
97
92
98

94

98

95

98

1753

1754
1765
1773

1783
1792
1808
1828
1842
1882

1903

1908

1943

1977

1900

1921

1959

1992
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31¢
32
33¢
34¢
35¢
36

37
38
39
40¢
41¢
42
43
44
45¢
46¢
47

47,29
48,13
48,17
50,36
50,56
51,38

51,63
52,62
53,45
53,58
54,6
55,32
55,8
57,39
62,1
62,98
68,56

eicosano
palmitato de isopropila
heptadecanoato de metila
linoleato de metila
elaidato de metila

estearato de metila

acido cis-vacénico
oleato de etila
estearato de etila
docosano
colestanol
fitol

octadeca-8,11-dienoato de metila (8E,11E)

18-metilnonadecanoato de metila

pentacosano
docosanoato de metila

campesterol

F.HEX; FH-2
FH-12; FH-14; FH-15
FH-4
F.HEX
F.HEX; FH-4
F.HEX; FH-3; FH-4; FH-10;
FH-11; FH-12; FH-14; FH-
15; FH-16; FH-18; FH-19;
FD-2; FD-3; FD-5; FD-8; FD-
11; FD-12
FH-4
F.HEX; FH-4
FH-3
FH-2
FH-7
FH-5
F.HEX; FH-3; FH-4
F.HEX; FH-2; FH-3
FD-10
FH-3
FH-7

98
91
95
99
99
97

87
93
90
95
93
90
95
95
94
96
95

1982
2007
2008
2076
2083
2108

2117
2149
2176
2180
2214
2238
2255
2309
2478
2504
2596

2000
2024

2095

2124
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48 69,49 ergostanol FH-7 88 - -

49 70,11 tetracosanoato de metila FH-3 89 - -
50 77,52 a-tocospiro A FH-5 88 - -
51 79,15 hentriacontano FD-10 92 - -
52¢ 82,33 y-sitosterol FH-7 98 - -
53¢ 83,19 estigmastanol FH-7 94 - -
54 84,56 germanicol FH-11 86 - -
55¢ 86,66 hexatriacontano FD-10 87 - -
56¢ 87,75 lup-20(29)-en-3-ona FH-4; FH-5 92 - -
57 91,27 lupeol FH-11 92 - -

aTempo de retengdo,’Porcentagem de similaridade dos compostos com a biblioteca do NIST, ¢indice aritmético calculado, %indice

aritmético (I1A) na coluna DB-5 em referéncia aos n-alcanos (ADAMS, 2007), *Compostos anotados pela Plataforma GNPS.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12. Compostos anotados nas fragdes hexano e diclorometano de C. jamacaru usando analise de cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM-IE 70 eV).
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Os compostos anotados consistem em derivados de acidos graxos (ésteres
metilicos e etilicos), hidrocarbonetos saturados de cadeia longa, terpenoides
(incluindo diterpenos, triterpenos e esterodis), além de alcoois e cetonas. Essa
anotacao foi realizada com o indice de retengao aritmética usando uma série de n-
alcanos (C10—C40) como padrdes de referéncia externos em condigdes
cromatograficas idénticas. Os indices e retencao dos analitos foram determinados
pela interpolagdo entre os tempos de retengdo de n-alcanos adjacentes, expressos
em unidades correspondentes ao numero de carbono dos alcanos (Equagao 1)
(ADAMS, 2007). Além disso, os espectros foram comparados com os disponiveis na
biblioteca do NIST, considerando apenas os compostos que apresentavam indices de

similaridade superiores a 85%.

4.3.2 GNPS

Os dados obtidos na analise de CG-EM-IE (70 eV) das fracdes e subfragdes
de C. jamacaru foram inseridos na plataforma livre de acesso gratuita GNPS (do inglés
Global Natural Products Social Molecular Networking) para a produgdao da rede
molecular, com o objetivo de realizar anotagcbes de compostos presentes nestas
amostras. Essas redes moleculares sao formadas a partir da avaliacdo do padrao de
fragmentacdo e comparado com dados de bibliotecas espectrais, com o intuito de
reconhecer padrbes de fragmentacgéo de classes metabdlicas.

A rede molecular gerada apresentou 904 nds, conectados por 1669 arestas,
formando 58 clusters e 71 pares solitarios (Figura 13). As cores foram atribuidas a
partir dos metadados do GNPS, que mapeiam cada arquivo bruto ao grupo Fragao
(FHC ou FDC). Assim, n6s associados a FHC séo mostrados em azul e os de FDC
em laranja. O tamanho do né representa a abundancia relativa (soma das
intensidades/areas de precursor nos arquivos daquele nd) e a espessura das arestas
reflete a similaridade de cosseno (mais espessas indica maior similaridade). Conforme
previsto pelos ensaios de citotoxicidade, a maioria dos nds foi encontrada na FHC,

que também é a fragdo com maior valor de atividade bioldgica.
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Figura 13. Representacao da rede molecular das fragcdes hexano (azul) e diclorometano (laranja) de C. jamacaru usando cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM-IE, 70 eV).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Nota: O tamanho do né representa abundancia relativa do ion e a largura da borda reflete a similaridade de cosseno. Cada né
representa um espectro EM/EM e o nimero no interior é o seu ID no estudo.
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Os clusters sdo formados a partir da correlagdo entre os ndés e a massa
molecular do ion, caso apresentem os mesmos ions precursores e/ou semelhangas
na fragmentacéo, os nodos estardo conectados entre si. Um dos clusters da Figura
13 com compostos bioativos anotados foi ampliado na Figura 14. Esse cluster
compreende 87 nos interconectados por 198 bordas, com 17 nds anotados com
sucesso. Esses 17 nés sdo predominantemente originarios da FHC e sdo compostos
anotados como acidos graxos e seus derivados, muitos deles com atividade contra
células cancerigenas descritas na literatura. A anotagdo desses compostos foi
baseada na comparagado espectral, indicando alta similaridade. Os nds anotados
correspondem aos seguintes compostos: heptanodioato de dimetila (3), metil 9-
oxononanoato (5), metil azelato (8), acido laurico (9), monometil azelato (10), acido
undecanodioico (19), pentadecanoato de metila (23), 6,10,14-Trimetil-2-
pentadecanona (24), acido palmitico (29) (Cancer de pele e cancer de prostata
(LOWENTHAL et al., 2023), palmitato de etila (30) (Cancer de pele, figado, pulmao,
mama e colon (HEENA et al., 2024 ), heptadecanoato de metila (33), linoleato de metila
(34) (Cancer de pele, eséfago, gastrico e cervival (YANG et al., 2018), elaidato de
metila (35), fitol (42) (Cancer de mama (HUANG et al., 2022), octadeca-8,11-dienoato
de metila (8€,11E) (43) e 18-metilnonadecanoato de metila (44).
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Figura 14. Grupo destacado de acidos graxos e seus derivados presentes no C. jamacaru,
filtrados pelo tempo de retencao (tr). Fragcdes hexano (azul) e diclorometano (laranja). O
tamanho do né representa abundancia relativa do ion e a largura da borda reflete a

similaridade de cosseno.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As redes moleculares possibilitam a aplicagao de filtros especificos tanto nos
nos quanto nas bordas, o que facilita a anotagdo e o reconhecimento de padrbées
complexos dentro do conjunto de dados analisado. Nesse contexto, foi adotada uma
estratégia visual para destacar uma caracteristica importante dos compostos
presentes nos perfis cromatograficos obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM-IE 70 eV): o tempo de retengado (fr). Como a
andlise foi realizada em uma coluna apolar HP-5MS (5% fenil-95%

dimetilpolissiloxano), o tr reflete principalmente a volatilidade dos analitos (ponto de
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ebulicdo/pressdo de vapor) e, em menor grau, interagdes dispersivas com a fase
estacionaria. Para isso, os nds, que representam os diferentes compostos detectados,
foram coloridos de acordo com o valor do seu tempo de retencéo, permitindo uma
visualizacdo mais clara da distribuicado temporal dos analitos. Especificamente, os nés
com menores tempos de retencéo foram representados na cor amarela, enquanto os
compostos com maiores tempos de retengdo receberam cor vermelha, criando um
gradiente visual que auxilia na interpretacado dos dados e na identificagdo de possiveis
agrupamentos ou tendéncias e, do ponto de vista quimico, discrimina compostos mais
volateis/menos hidrofébicos (mais claros) daqueles menos volateis/mais hidrofébicos
(mais vermelhos). Em séries homoélogas, observa-se aumento de tr com o numero de
carbonos, enquanto insaturacdes e ramificacdes, por reduzirem o ponto de ebulicio,
tendem a antecipar a elui¢do, o que ajuda a reconhecer familias quimicas dentro da

rede (Figura 15).

Figura 15. Rede molecular filtrada por tempo de retengao (tr).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Essa abordagem visual permite ndo apenas explorar relagdes estruturais entre
os analitos com base na similaridade espectral, mas também integrar informagdes
cromatograficas que sdo fundamentais para a interpretacdo dos perfis quimicos
complexos, especialmente em matrizes naturais ou ambientais (WATROUS et al.,
2012; QUINN et al., 2017; NOTHIAS, 2020). No presente conjunto, a similaridade em
impacto de elétrons (IE) evidenciou a formagao de séries homdlogas ao longo do
gradiente temporal, a organizagao de variantes estruturais dentro de familias lipidicas,
nas quais insaturacées e ramificacbes tendem a antecipar a eluicdo em relacédo a
analogos saturados e lineares, o agrupamento de compostos que compartilham
esqueletos isoprenoides e a concentracdo de nucleos de maior massa e baixa
volatilidade nas porcbdes de tr mais tardias. A concordancia entre esses padrbes
espectrais e a ordenagdo cromatografica em coluna apolar sustenta relagdes
estruturais (séries homodlogas, grau de insaturacado/ramificacdo e classe quimica),
permitindo seguir familias ao longo da rede e reforgando a interpretacao dos clusters
observados (Figura 15).

A utilizagdo do gradiente de cores, variando de amarelo (menor fr) a vermelho
escuro (maior tr) fornece uma camada adicional de informagbes que facilita a
visualizacdo da distribuicdo temporal dos compostos ao longo da analise
cromatografica. A presenca de clusters homogéneos em termos de coloragdo, como
observado em varias regides da rede, indica que compostos com tempos de retengéo
proximos tendem a agrupar-se também com base em sua similaridade estrutural,
sugerindo a existéncia de familias quimicas com comportamento cromatografico
semelhante. Esse comportamento é comum em séries homaologas, como terpenos,
acidos graxos, alquilbenzenos ou outros grupos quimicos que compartilham nucleos
estruturais comuns (WOLFENDER et al., 2019; ERNST et al., 2019).

Por outro lado, certos agrupamentos apresentam variagao de cores entre nés
conectados, o que indica que compostos com estruturas similares podem apresentar
diferengas significativas no tempo de retengdo. Tal variagdo pode ser atribuida a
pequenas modificagdes estruturais, como ramificagdes, presenga de grupos
funcionais polares ou mudangas na massa molecular, que impactam diretamente na
interacdo dos compostos com a fase estacionaria durante a separacao cromatografica
(NIESSEN, 2001; BIZZO, 2023). Isso ressalta a sensibilidade da CG-EM-IE 70 eV
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para diferenciar compostos isébmeros ou analogos estruturais com base em
propriedades fisico-quimicas sutis.

Destaca-se também a presenca de grandes agrupamentos de nds com
coloragao vermelho-escura, visualizados principalmente na porgao superior da rede
molecular, os quais indicam compostos com tempos de retengao elevados. Esses
compostos tendem a ser menos volateis, mais apolares e de maior massa molecular,
caracteristicas tipicas de sesquiterpenos, esteroides ou compostos fendlicos
substituidos, frequentemente encontrados em extratos de origem vegetal
(SADGROVE et al., 2022) Em coluna apolar (HP-5MS), essa associagao com “maior
apolaridade” é valida sobretudo dentro de séries homélogas néo polares (cadeias
mais longas e menos ramificadas), nas quais maiores tr acompanham menor
volatilidade; contudo, sob as condigbes analiticas empregadas, fun¢des polares (p.ex.,
acidos/alcoois fendlicos) também podem eluir tardiamente em razao de altos pontos
de ebuligdo, de modo que fr elevado n&o implica necessariamente maior apolaridade
quando se comparam classes distintas. No conjunto estudado, os agrupamentos
tardios observados sdo compativeis com sesquiterpenos, esteroides e lipidios de
cadeia longa; entre os fendlicos, espera-se observar preferencialmente espécies de
menor polaridade (mais substituidas por grupos alquila/alcéxi), compativeis com
volatilidade relativa suficiente nas condicbes adotadas.

Além disso, a existéncia de sub-redes mais isoladas e de menor tamanho,
muitas vezes localizadas nas regides inferiores da figura, pode sugerir a presenga de
compostos unicos ou menos representados na amostra, mas ainda assim relevantes
do ponto de vista quimico ou biolégico. A sua coloragao variada indica que essas
moléculas estdo distribuidas ao longo de diferentes faixas de tr, 0 que reforca a
complexidade quimica e a diversidade dos perfis cromatograficos (FOX RAMOS et al.,
2017).

Por fim, a integracdo de dados cromatograficos com dados espectrais
(similaridade de fragmentacdo) por meio de redes moleculares mostra-se uma
ferramenta poderosa para o mapeamento quimico de amostras complexas, permitindo
nao apenas a anotagdo de compostos conhecidos, mas também a descoberta de
novos metabdlitos com potencial relevancia biolégica, ambiental ou industrial (WANG

et al.,, 2016; NOTHIAS et al., 2020). Esse tipo de visualizagdo favorece uma
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interpretacdo mais abrangente, promovendo insights sobre a organizagao quimica da
amostra e facilitando a priorizagao de compostos para futuras analises estruturais.

As classes de metabdlitos encontrados nas fragdes que suprimiram o
crescimento celular das células HCT-116 (carcinoma colorretal) corroboram os dados
relatados na literatura, uma vez que os compostos dessas classes ja tiveram sua
atividade citotdxica avaliada e confirmada. Entre os terpenoides, ha precedentes de
citotoxicidade em células de cdélon: por exemplo, um terpeno isolado de Abies sibirica
apresentou inibicdo seletiva em COLO-205 (ICso = 0,9 mg/mL), ainda que com
poténcia modesta, reforcando o potencial desta classe em tumores do trato intestinal
(WANG et al.,, 2012). Em outra frente, um diterpeno exibiu citotoxicidade contra
linhagem celular humana de carcinoma hepatocelular (SMMC-7721) com
ICs0 = 22,43 uM, evidenciando atividade em linhagens hepaticas e sustentando a
relevancia de diterpenos/triterpenos em matrizes naturais (DUAN et al., 2020). Para
triterpenoides do tipo lanostano, varios derivados isolados de Fomitopsis betulina
mostraram ICso na faixa de ~11-20 uM frente a linhagem celular humana de leucemia
promielocitica aguda (HL-60), com bons indices de seletividade frente a células
normais, o que indica que nucleos esteroidais pesados podem contribuir para efeitos
citotéxicos observados em fragdes ricas em compostos de alto tr (SOFRENIC et al.,
2021).

Os ésteres e seus derivados s&o outra classe de metabdlitos anotados neste
trabalho que demonstraram atividade citotoxica contra varias linhas celulares. Por
exemplo, ésteres de 20(S)-camptotecina exibiram ICso comparaveis ao proprio
farmaco em diversas linhagens celulares (A549 (pulméao), Bel7402 (figado), BGC-823
(gastrico), HCT-8 (cdlon), e A2780 (ovario)), algumas vezes o analogo clinico
(topotecano) (LI et al., 2024). De forma ainda mais direta para o escopo em cancer
colorretal, derivados de éster de pirazolo [3,4-d]pirimidina foram avaliados em HCT-
116 e varios compostos apresentaram ICso < 0,01 uM, destacando que esqueletos
heterociclicos com fungéo éster podem ser altamente citotoxicos nessa linhagem (LU
et al., 2024).

Integrando essas evidéncias ao perfil quimico encontrado, as fragdes de alto
fr, onde se concentram terpenoides, triterpenoides e esterdis anotados, sdo as
candidatas mais plausiveis para explicar a inibicdo observada em células HCT-116,

pois reunem classes com precedentes consistentes de citotoxicidade.
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Além da formacdo dos clusters, também foi possivel analisar uma lista de
compostos gerada pelo GNPS, com anotacdo de 27 possiveis compostos presentes

no extrato e fragdes de C. jamacaru (Tabela 7).

Tabela 7. Anotagao das substancias nas fragdes hexano e diclorometano e subfragdes de C.

Jjamacaru por redes moleculares.

tr(min)  tr(min) Féormula
Substéncia Classe Cosseno Referéncias
CG-EM GNPS molecular

GNPS Library Spectrum
1 18,65 18,61 Gold 0,86 CoH1802

CCMSLIB00005687761

GNPS Library Spectrum
2 22,71 22,71 Gold 0,97 C7HsO2

CCMSLIB00005682113

GNPS Library Spectrum
4 25,44 28,22 Gold 0,73 CsH1002

CCMSLIB00005682974
6 26,15 CsHsO2

GNPS Library Spectrum
8 30,76 30,77 Gold 0,89 C11H2004

CCMSLIB00005451804

GNPS Library Spectrum
9 31,31 31,27 Gold 0,89 C12H2402

CCMSLIB00005455203

GNPS Library Spectrum
11 32,79 32,81 Gold 0,95 CieHzs

CCMSLIB00005686012

GNPS Library Spectrum
12 36,68 36,66 Gold 0,94 Ci7Hs3s

CCMSLIB00005685951

GNPS Library Spectrum
13 36,91 36,91 Gold 0,94 Ci9Ha40

CCMSLIB00005688277

GNPS Library Spectrum
14 37,65 37,65 Gold 0,94 C15H3002

CCMSLIB00005686857

GNPS Library Spectrum
16 39,02 38,94 Gold 0,95 C14H280>

CCMSLIB00005689750

GNPS Library Spectrum
21 40,38 40,38 Gold 0,94 CigHss

CCMSLIB00005687911
24 42,02 C1sH360

GNPS Library Spectrum
29 45,98 46,0 Gold 0,95 C16H320-

CCMSLIB00005452003

GNPS Library Spectrum
30 47,13 47,12 Gold 0,84 C1gH3602

CCMSLIB00005449836
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31

33

34

35

40

41

45

46

52

53

55

56

47,29

48,17

50,36

50,56

53,58

54,60

62,10

62,98

82,33

83,19

86,66

87,75

47,32

48,17

50,36

50,56

53,58

54,63

62,12

62,98

74,23

83,19

65,10

87,74

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

Gold

0,90

0,79

0,97

0,98

0,87

0,87

0,89

0,86

0,83

0,94

0,80

0,91

CooHa2

C18H3602

C19H340>

C19H3602

Co2Hae

Co7Has0O

CosHs2

C23H4602

Ca29Hs500

Ca0H520

CaeH7a

CsoH480

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005685151
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005454894
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005681462
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005681544
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005453806
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005684132
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005453814
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005454898
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005451517
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005689630
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005686110
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005686486

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as substancias anotadas pelo GNPS presentes nas fragdes hexano e

diclorometano apresentam valor minimo de similaridade espectral (cosseno) igual ou

maior que 0,7. Os espectros inseridos na plataforma GNPS sado convertidos em

vetores unitarios no espacgo n-dimensional e os pares sdo comparados com um calculo

de produto escalar, denominado pontuacao de similaridade espectral (cosseno). Essa

pontuacgdo atribuida a cada par de vetores varia de 0 a 1, onde 1 significa que os

espectros inseridos na plataforma sado idénticos aos espectros encontrados nos
bancos de dados do GNPS (YANG et al., 2013). Além do valor de cosseno, os

espectros dos bancos de dados do GNPS também s&o categorizados com base na
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qualidade dos espectros e na confiabilidade destas anotagdes. As categorias sao (i)
Gold, para espectros de substancias puras de origem sintética ou isolada de produtos
naturais com caracterizagdo estrutural completa, (ii) Silver engloba dados de
estruturas isoladas ou anotadas a partir de publicagbes cientificas e (iii) Bronze, que
se refere a espectros com caracterizagao incompleta ou nao referenciados por
publicagao cientifica (PILON et al., 2021).

Diversos compostos observados no presente estudo ja foram relatados e tém
atividades citotoxicas comprovadas, como hexadecano (cancer de mama (HUANG et
al.,, 2022)) e cancer de pele (CHOO et al.,, 2001; LOWENTHAL et al., 2023)),
heptadecano (cancer de pele (CHOO et al., 2001)), octadecano (cancer de pele
(CHOO et al., 2001)), acido pentadecandico (cancer de mama (TO et al., 2020) e
cancer de pele (LOWENTHAL et al., 2023)), nonadecano (cancer de mama (POPOVIC
et al., 2023) e cancer de pele (CHOO et al., 2001)), palmitato de metila (CRC e cancer
de prostata (HEENA et al., 2024)), acido palmitico (cancer de pele (LOWENTHAL et
al., 2023) e cancer de prostata (ZHU et al., 2021)), palmitato de etila (cancer de pele
(LOWENTHAL et al., 2023), cancer de figado e de pulmdo (HWANG et al., 2013),
cancer de mama e de célon (HU et al., 2023)), eicosano (cancer de mama (HUANG
et al., 2022), cancer de pele (CHOO et al., 2001; LOWENTHAL et al., 2023)), linoleato
de metila (cancer de pele, esofagico, gastrico e cervical (YANG et al., 2018)), estearato
de etila (cancer de pele (YANG et al., 2018; LOWENTHAL et al., 2023), esoféagico,
gastrico e cervical (YANG et al., 2018)), acetato de fitol (cancer de mama (HUANG et
al., 2022)) e sitosterol (cancer de mama (HUANG et al., 2022)). Esses compostos
podem ser responsaveis pela atividade citotoxica de C. jamacaru contra as células
HCT-116, particularmente o palmitato de metila e o palmitato de etila, que
demonstraram atividade contra o CCR. Entretanto, determinar qual composto
especifico é o principal contribuinte para as propriedades citotdxicas continua sendo
um desafio e exigira mais estudos detalhados. Os dados relatados em outros estudos
sao consistentes com os achados obtidos no presente trabalho, e esses resultados
sugerem que C. jamacaru tem um potencial farmacoldgico significativo para pesquisas
futuras.

As propriedades bioativas dos acidos graxos e terpenos foram amplamente
investigadas, sendo a atividade antitumoral uma descoberta notavel. Estudos recentes

demonstraram que os acidos graxos de cadeia média, como o acido laurico, podem
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induzir a ferroptose em células tumorais, aumentando assim sua suscetibilidade a
morte celular oxidativa (DAS et al., 2019; HAN et al., 2025). Foi relatado que os
terpenos atuam como agentes antitumorais por meio de varios mecanismos, incluindo
a inibigao da proliferacéo celular, a indu¢cao de apoptose mitocondrial e o bloqueio do
ciclo celular em fases especificas, bem como a interferéncia com vias de sinalizagao
como PI3K/Akt/mTOR e MAPK (TU et al., 2025). Portanto, as fragbes mais ativas de
C. jamacaru, que sao ricas nessas classes de compostos, demonstram um potencial

terapéutico promissor como agentes antitumorais.

4.3.3 Classes quimicas anotadas por Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao por impacto de elétrons (CG-EM-IE, 70 eV)

nas fragdes ativas de hexano e diclorometano

Com base nos 57 compostos anotados utilizando CG-EM-IE 70 eV, observa-
se que a composigcdo € predominantemente de acidos graxos e derivados,
especialmente ésteres metilicos e etilicos de cadeias longas, que representam a maior
fracdo dos constituintes. Em seguida, destacam-se os hidrocarbonetos saturados
(alcanos lineares ou ramificados) presentes em quantidades relevantes. Outra classe
importante € a dos terpenoides, incluindo diterpenos, triterpenos e esterdis (fitosterois
e derivados), que, embora em menor numero absoluto, possuem relevancia biolégica
significativa. Também foram anotados alcoois (alifaticos e aromaticos) e cetonas,
presentes em propor¢des reduzidas. Essa distribuicdo quimica indica um perfil
caracterizado pela presenga significativa de metabdlitos de interesse bioldgico,
principalmente relacionados a atividades farmacoldgicas promissoras, incluindo o
potencial antitumoral

Os acidos graxos (AG) e seus derivados representam a maior por¢géo das
substancias encontradas nas fragbes de C. jamacaru que suprimiram o crescimento
celular das células humanas HCT-116 (cancer colorretal). AGs sao acidos carboxilicos
de cadeia alifatica que ocorrem livres ou em lipideos complexos. Pela extensao da
cadeia carbénica, os AGs sao caracterizados em AG de cadeia curta, cadeia média e
cadeia longa. Apenas aqueles com menos de 6 atomos de carbono sao classificados
como de cadeia curta, os quais sao produzidos principalmente pela microbiota

intestinal e metabolizam fibras ou carboidratos. O AGs de cadeia média contém 6 a
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12 atomos de carbono, enquanto os de cadeia longa tém mais de 12 atomos de
carbono. AGs também exercem papel estrutural/energético e de sinalizagao, servindo
de precursores para mediadores lipidicos com efeitos descritos in vitro e in vivo e, em
alguns casos, clinicos (SCHONFELD & WOJTCZAK, 2016; KOUNDUROS &
POULOGIANNIS, 2020). A seguir, discutem-se individualmente os principais
metabdlitos anotados nas fragdes mais ativas, com énfase em acidos graxos e
derivados, terpenoides e acidos dicarboxilicos e ésteres, destacando distribuicao

entre FHC e FDC, evidéncias de bioatividade e possiveis mecanismos.
Substancia 29 — acido palmitico

Dentre os AGs anotados, destaca-se a substancia 29 (Figura 16), que

apresentou sinal intenso com tr 45,95 min.

Figura 16. Estrutura do acido palmitico 29.

OH

WMO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando comparado o EM—IE desse sinal com aquele da biblioteca NIST 17, foi
sugerido com 95% de similaridade que a substancia 29 fosse o acido palmitico, um
acido graxo saturado de cadeia longa com féormula molecular C16H3202. O EM-IE
(Figura 17) apresentou um sinal de m/z 256 de baixa intensidade, que foi atribuido ao
ion molecular [M]**. A partir dele, a proposta de fragmentacao contempla quatro rotas
(Figura 18). (i) Perda do radical propil (*CsH7), gerando o fragmento m/z 213; (ii)
clivagem interna com eliminagao do radical *CoH19, originando o fragmento m/z 129;
(iii) rearranjo de McLafferty com migragdo de Hy e clivagem Ca-Cp, fornecendo o
fragmento diagndstico m/z 60, marcador classico de acidos carboxilicos na EM-IE; e
(iv) clivagem préxima ao grupo carboxilico, com saida do radical «C13H27, que leva ao
fragmento de m/z 73. Essas quatro vias estdo destacadas, pelas setas pretas,
vermelhas, lilas e azuis respectivamente na Figura 18.

Apesar do alto ponto de ebulicdo (P.E.) do acido palmitico (351-352 °C a

1 atm), em cromatografia a gas a eluigdo ndo necessariamente querer atingir a T.E.
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Sob programacao de temperatura e fluxo de gas de arraste, os analitos podem eluir
quando sua pressado de vapor se torna suficiente, em geral a temperaturas bem
inferiores a T.E. (GRALL; LEONARD; SACKS, 2000). No presente método (forno: 60
°C — 246 °C a 3 °C min~", coluna HP-5ms Ul 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), operando
dentro do limite da coluna, foi possivel detectar acidos graxos C14—C1s por CG-EM
(AGILENT TECHNOLOGIES, s.d.). Assim, a atribuicdo do acido palmitico foi
suportada pelo EM-IE (70 eV) com m/z 256 [M]** e ions diagnosticos, além do indice
linear de retencdo em concordancia com valores de referéncia (NIST 17; Adams,
2007).

Figura 17. Espectro de massas da substancia 29.

I” Ll ‘ ‘ | ‘ |

‘ IH 1l \” Lol Lt woatell) sl 1 Loy | L ‘
T T T T T ) t T T T T T T T T I T
o 5 e ok o ok ke h

T T T T T
W W™ M 0 2 M M X M 0 W 20 M0 0 30

H| ‘ Ili‘\\‘
e
& T

Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no Agilent MassHunter.
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Figura 18. Proposta de fragmentacao para substancia 29.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Substéancia 16 — acido miristico

Outro AG anotado foi a substancia 16, que apresentou sinal com tr 39,02 min.
Quando comparado o EM—IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com
98% de similaridade que a substancia 16 fosse o acido miristico, que é um acido graxo

saturado de cadeia longa com férmula molecular C14H2802 (Figura 19).

Figura 19. Estrutura do acido miristico 16.
0

MOH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os AGs, especialmente os acidos palmitico e miristico anotados no
C. jamacaru, contribuem para a imunidade tumoral regulando os processos de

lipidagdo de proteinas. A imunidade tumoral significa a capacidade do sistema
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imunoldgico de detectar, atacar e eliminar células cancerigenas. Inclui tanto a agao
direta de células como linfocitos T citotoxicos, quanto a regulagdo do microambiente
tumoral para torna-lo menos favoravel ao crescimento do cancer (DUNN et al., 2004;
RESH et al., 2013).

A lipidagdo de proteinas é uma modificagdo pos traducional (PTM)
caracterizada pela ligacdo covalente de lipideos a proteinas, desempenhando um
papel essencial na regulagdo de diversos processo celulares. Esse mecanismo
influencia as interacdes entre proteinas e membranas celulares, modula a transducao
e o transporte de sinais e participa ativamente do metabolismo e da resposta
imunoldgica. Entre os principais tipos de lipidacdo de proteinas, destacam-se a S-
palmitoilagdo e a N-miristoilacao (ZHANG et al., 2021; MAIN & FULLER, 2022)

A S-palmitoilagdo consiste na ligagdo reversivel de uma cadeia de acido
palmitico a residuos de cisteina por meio de uma ligagao tioester. Nesse processo, a
palmitoil-CoA atua como doadora do grupo lipidico, sendo transferida para proteinas-
alvo pela agédo da palmitoil aciltransferase e removida por acil-proteina tioesterases.
Existem trés variacdes desse processo:

1. S-palmitoilagao: ligagao do acido palmitico a residuos de cisteina por ligacoes

tioéster;

2. O-palmitoilacao: ligacao do acido palmitico a residuos de serina ou treonina por

ligacdes oxiéster;

3. N-palmitoilacdo: ligagdo do acido palmitico a aminas primarias por ligacdes

amida.

O nivel de palmitoilacdo proteica depende tanto da disponibilidade de acido
palmitico quanto da atividade de enzimas especificas (ZHANG et al., 2021; YUAN et
al., 2024).

A N-miristoilagdo € uma modificagdo geralmente co-traducional e irreversivel,
catalisada pela N-miristoiltransferase (NMT), que adiciona miristoil-CoA ao residuo de
glicina N-terminal de diversas proteinas, incluindo quinases SRC e ARF. Essa
modificagdo pode modular vias oncogénicas e respostas imunes, como a cGAS-
STING e a TLR4, influenciando processos inflamatérios e a eficacia de imunoterapias
(JIA et al., 2023)

Outra classe presente nas fragdes de C. jamacaru sdo os ésteres de acidos

graxos (EAG). Os EAGs representam uma classe de compostos de grande relevancia

98



cientifica e tecnoldgica, resultantes da reagao entre acidos graxos e alcoois. Essas
moléculas, que podem assumir forma de monoésteres, diésteres ou triacilglicerdis,
tém estrutura marcada por uma cadeia hidrocarbdnica apolar ligada a um grupo
funcional éster, conferindo-lhes propriedades fisico-quimicas distintas, como
viscosidade, densidade e ponto de cristalizagao (ESIPOVICH et al., 2024).

Substéancia 28 — palmitato de metila

A substancia 28 apresentou sinal intenso com tr 44,83 min. Quando comparado
o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 98% de similaridade
que a substancia 28 fosse o palmitato de metila (Figura 20), que é um éster formado
pela reacao do acido palmitico com o metanol com férmula molecular C17H3402. A
proximidade de tr entre o acido C16 e seus ésteres € prevista em CG programada em
coluna apolar, como indicam os indices de retengao NIST (LINSTROM; MALLARD,
2025)

Figura 20. Estrutura do palmitato de metila 28.
0
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Substancia 30 — palmitato de etila

Outro derivado de acido graxo anotado foi a substancia 30, que apresentou
sinal intenso com fr 47,13 min. Quando comparado o EM-IE desse sinal com a
biblioteca NIST 17, foi sugerido com 98% de similaridade que a substancia 30 fosse o
palmitato de etila, que € um éster formado pela reacéo do acido palmitico com etanol

com férmula molecular C1sHssO2 (Figura 21).

Figura 21. Estrutura do palmitato de etila 30.
o
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Diversos estudos tém investigado o potencial citotdxico e indutor de apoptose
de ésteres graxos, incluindo as substancias anotadas no C. jamacaru, o palmitato de
metila 28 e o palmitato de etila 30, bem como seus possiveis mecanismos de acao.
Em um estudo com extrato de Alpinia pahangensis, a fragao de hexano, que continha
aproximadamente 13,7% de palmitato de metila, junto com oleato de metila,
demonstrou forte efeito citotdxico contra linhagens celulares de cancer, como A549 e
Ca Ski, além de células normais, apresentando valores de ICs, inferiores a 20 pg/mL.
Para efeito de comparacdo com o padrdo, a doxorrubicina no mesmo ensaio
apresentou ICso muito menores. Os autores sugerem que esses compostos,
isoladamente ou em combinacdo, podem contribuir para o efeito toxico observado
(PANG et al., 2013).

Ha também estudos que detectaram palmitato de etila 30 em fragbes ou
extratos com atividade citotoxica e anticancer in vitro, sugerindo que este éster pode
contribuir para efeitos antiproliferativos quando presente em misturas complexas
(HWANG et al., 2013). Trabalhos com ésteres etilicos de acidos graxos — incluindo o
palmitato de etila — indicam que essas moléculas podem induzir apoptose e alterar o
ciclo celular em culturas celulares, como demonstrado, por exemplo, em células
HepG2 (AYDIN et al., 2005).

No estudo “Induction of apoptosis by fatty acid ethyl esters in HepG2 cells”,
AYDIN e colaboradores (2005) mostraram que ésteres etilicos de acidos graxos
(FAEEs, do inglés fatty acid ethyl esters), como o palmitato de etila e estearato de
etila, induzem apoptose e modificam o ciclo celular em células da linhagem hepatica
HepG2, com comprovagao por microscopia eletronica e citometria de fluxo. Trata-se
de um dos trabalhos diretos que relacionam ésteres etilicos de acidos graxos a morte
celular programada in vitro.

Além dos estudos com compostos isolados, revisdes e pesquisas envolvendo
misturas lipidicas tém mostrado que combinagdes de acidos graxos e seus ésteres —
oriundas de extratos lipofilicos de algas, ovos ou plantas — reduzem a viabilidade
celular e ativam vias apoptéticas em diversas linhagens tumorais, como MCF-7, MDA-
MB-231 e A549. Esses efeitos sao frequentemente mediados por estresse
mitocondrial, aumento de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de caspases
(PACHECO et al., 2018).
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Revisbes sobre o acido palmitico e seus derivados descrevem que o acido
palmitico pode induzir estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e apoptose em
diferentes tipos celulares. Seus derivados (incluindo palmitato de etila e palmitato de
metila) podem compartilhar ou modular esses efeitos, dependendo da estrutura
quimica e do contexto experimental. Esse comportamento fornece um mecanismo
plausivel para a presenca frequente desses compostos em fragdes com efeito
citotéxico (KUANG et al., 2023).

O palmitato de metila, em particular, tem sido estudado também como
modulador ou adjuvante em terapias anticancer. Pesquisas recentes indicam que ele
pode reduzir a toxicidade sistémica e/ou potencializar os efeitos de farmacos como o
sorafenib, embora ainda ndo haja comprovagao de que possua, isoladamente, agéo
anticancer potente e seletiva (BREETA, GRACE E WILSON, 2021).

Por fim, diversos trabalhos documentam mecanismos celulares recorrentes
relacionados a agao de acidos graxos saturados e seus esteres: acumulo lipidico com
lipotoxicidade, aumento de ROS, perda do potencial de membrana mitocondrial,
ativagdo de caspases e fragmentacdo de DNA. Esses eventos convergem para a
inducéo de apoptose e tém sido observados tanto para o acido palmitico quanto para
seus derivados (ALNAHDI et al., 2019).

Terpenoides (diterpenos e triterpenos)

Além dos AGs e seus derivados, outra classe de compostos presentes nas
fracdes de C. jamacaru foram os terpenoides. Os terpendides constituem a maior e
mais diversa classe de compostos naturais encontrados em plantas, fungos, bactérias
e alguns animais, com mais de 80 mil estruturas conhecidas (LI & TAO, 2024). Seus
esqueletos moleculares consistem em isopreno (CsHs) como unidade estrutural
basica, essa unidade consiste em um grupo metil e duas ligacbes duplas, que
desempenham um papel crucial na reatividade e estabilidade dos terpendides
(SIDDIQUI et al., 2024). De acordo com o numero de unidades C5, os terpendides
podem ser classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos
(KHANAM et al., 2025).
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Esses compostos apresentam propriedades farmacoldgicas relevantes que os
tornam promissores candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos, dentre suas
atividades mais estudadas estdo a acado anti-inflamatoria, antimicrobiana, antiviral,
antioxidante e, notavelmente, a atividade antitumoral (THOPPIL & BISHAYEE, 2011;
CAMARA et al., 2024). Na quimica medicinal, o interesse por terpenoides tem crescido
consideravelmente devido a sua complexidade estrutural, diversidade funcional e
capacidade de interagir com multiplos alvos moleculares. A possibilidade de
modificagdes estruturais semissintéticas também amplia seu potencial terapéutico (LI
& TAO, 2024).

Dentre os terpenoides, destaca-se os diterpenos e os triterpenos. Os diterpenos
sao uma classe de terpenoides constituidos por 20 atomos de carbono, formados a
partir da condensacgao de quatro unidades de isopreno. Sua biossintese ocorre via
intermediario geranilgeranil difosfato (GGPP), catalisada por enzimas da familia das
diterpene sintases (ZI, MAFU & PETERS, 2014). Essa classe de compostos possui
uma enorme diversidade estrutural, com nucleos lineares, ciclicos e policiclicos,
frequentemente oxigenados ou funcionalizados com grupos hidroxila, epoxidos e
carbonila, caracteristicas que conferem uma ampla variedade de propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas (ISLAM et al., 2022).

Os diterpenos tém se destacado por sua atividade antitumoral, demonstrando
multiplos mecanismos de acdo sobre células neoplasicas, tais como: inducdo de
apoptose, inibicdo da angiogénese, supressao da proliferagao celular e modulagéo de
vias de sinalizagao celular oncogénicas (ISLAM et al., 2022; WANG et al., 2023).

Os triterpenos sao metabdlitos com 30 atomos de carbono, derivados da
ciclizagdo do esqualeno, um intermediario comum da via do mevalonato. Diversos
triterpenos tém demostrado notavel atividade antitumoral, com mecanismos
multifacetados que incluem: Ativacao por vias apoptoéticas; Inibicado da proliferacao,
invasdo e metastase; Supressdao da inflamagdo tumoral e Modulagdo do
microambiente tumoral (CHUDZIK et al., 2015; KHWAZA et al., 2020; MIOC et al.,
2022).

A versatilidade estrutural e funcional tanto dos diterpenos quanto dos
triterpenos os torna excelentes candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
antitumorais. Diversos compostos dessas classes tém demonstrado eficacia

significativa em modelos in vitro e in vivo, com atividade seletiva contra células
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tumorais, 0 que representa uma vantagem consideravel frente a toxicidade dos
quimioterapicos convencionais. Enquanto os diterpenos destacam-se por sua
capacidade de modular vias de sinalizagéo, induzir apoptose e inibir angiogénese e
proliferacao celular, os triterpenos atuam de forma multifacetada sobre multiplos alvos
moleculares relacionados a oncogénese, incluindo vias inflamatérias e o
microambiente tumoral. Além disso, muitos triterpenos estao presentes em alimentos
e fitoterapicos, apresentam baixa toxicidade e oferecem grande potencial para

modificagdes semissintéticas.
Substéncia 42 - Fitol

A substancia 42 apresentou sinal intenso com tr 55,32 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 90% de
similaridade que a substancia 42 fosse o fitol, um alcool ditepernoide com férmula

molecular C20H400 (Figura 22).

Figura 22. Estrutura da substancia 42.

/\)\/\)\/\)\/\)\
HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Estudos mostram atividade citotoxica e efeitos antitumorais do fitol,
principalmente em ensaios in vitro e alguns modelos in vivo relatados em revisdes
(ISLAM et al., 2018). Em linhagens pulmonares (A549) foi observado indugédo de
apoptose e efeito anti-angiogénico (SAKTHIVEL et al., 2018).

O fitol apresentou atividade antiproliferativa em A549 (cancer de pulmao) de
forma dose-dependente, com ICs0 = 70,8 yM em 24 h e 60,7 uM em 48 h. Nesse
estudo o composto induziu apoptose, evidenciada por alteragdes morfoldgicas,
despolarizacdo da membrana mitocondrial, acumulo de células na fase sub-GO,
regulacdo negativa de Bcl-2, regulagdo positiva de Bax e ativacdo de caspase-9 e
caspase-3. Aléem disso, demonstrou atividade anti-angiogénica usando o ensaio
Cérion alantoico de embrides de galinha (SAKTHIVEL et al., 2018)
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Em outro estudo que avaliou a atividade anticancerigena do fitol, Alencar.
(2023) avaliaram o efeito antitumoral de fitol em células de Sarcoma 180 (S-180) e
leucemia humana HL-60 e observou-se que o fitol reduziu significativamente a
viabilidade e a taxa de divisdo celular nas duas linhagens, com IC50 de ~18,98 uM
para S-180 e IC5, de ~1,17 yM para HL-60. Além disso, o tratamento com fitol induziu
apoptose em ambas as linhagens celulares tumorais e necrose foi observada
especificamente na concentracado de 14,16 uM. Este estudo permitiu a conclusédo de
que o fitol demonstrou forte potencial anticancer, atuando ndo apenas na reducao de
viabilidade como também provocando instabilidades gendmicas, morte programada

(apoptose) e morte ndo programada (necrose) (ALENCAR et al., 2023).

Substancia 50 — a-Tocospiro A

A substancia 50 apresentou sinal intenso com tr 77,52 min. Quando comparado
o EM-IE desse composto com o da biblioteca NIST 17, foi possivel observar
similaridade de 88% com o EM do a-tocospiro A, cuja formula molecular € C29H5004
(Figura 23).

Figura 23. Estrutura da substancia 50.

CH3

Fonte: Elaborado pelo autor.

O EM-IE (Figura 24) apresentou um sinal de m/z 462 [M**], que foi atribuido ao
ion molecular. A partir do ion molecular foi proposta a eliminagdo de metano (CHa) a
partir do terminal isopropilénico, mediada por transferéncia intramolecular de H,
gerando o ion m/z 446 (Figura 25). A partir desse intermediario, a clivagem alilica da
cauda poli-isoprenoide origina o cation isoprenilico m/z 69 (CsHg*), acompanhado do
radical C23H3704'. Em paralelo, a partir do ion molecular (m/z 462) foi possivel

observar a perda radicalar de propil (CsH7¢), que deu origem ao fragmento de m/z 419.
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Além disso, a-clivagens nos carbonos terciarios da cadeia levam aos cations alquila
m/z 57 (CsHo*) e m/z 43 (CsH7*), com as eliminagdes dos radicais C2sH4104" e

C26H4304°, respectivamente (Figura 25).

Figura 24. Espectro de Massas da substancia 50.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no Agilent MassHunter.

O a-tocospiro A apresentou evidéncias relevantes de atividade citotoxica em
estudos in vitro conduzidos com o composto isolado. O composto foi avaliado contra
diferentes linhagens tumorais humanas, sendo elas A549 (cancer de pulméao), SK-OV-
2 (carcinoma de ovario), SK-MEL-2 (melanoma) e MKN-1 (adenocarcinoma gastrico).
A atividade antiproliferativa foi medida por meio de ensaios de viabilidade celular. Os
resultados demonstraram que o a-tocospiro A apresentou ICso = 2,10 yM em A549 e
ICs0 entre 9,08 e 13,23 yM para SK-OV-3, SK-MEL-2 e MKN-1, indicando
citotoxicidade significativa e potencial aplicagao antitumoral, especialmente frente

linhagens de origem epitelial e pigmentaria (PARK et al., 2022).
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Figura 25. Proposta de fragmentacao para substancia 50.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Substancia 54 — Germanicol

A substancia 54 apresentou sinal intenso com tr 84,56 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 86% de
similaridade que a substancia 54 fosse o germanicol, formula molecular CzoHs00
(Figura 26).

Figura 26. estrutura da substéancia 54.

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Estudos mostraram que o germanicol apresenta efeito antiproliferativo seletivo
contra linhas de cancer colorretal humanas (HCT-116 e HT-29), com menor toxicidade
em células normais comparadas as tumorais. O efeito foi mediado por indugédo de
apoptose (aumento de células annexin-V positivas) e por supressdo da migragéo
celular. Este estudo demonstrou que o germanicol possui atividade antitumoral
relevante, com capacidade de atacar células cancerigenas (HCT-116 e HT-29) e
preservar ceélulas ndo tumorais, além de promover e reduzir migragdo, mecanismos
essenciais para impedir progressao e invasao tumoral (HU et al., 2016).

Em outro estudo, o germanicol mostrou atividade significativa contra a linha
celular de cancer colorretal HCT-116, com uma concentragao inibitoria de 50% (ICso)
em torno de 29,6 ug/mL, indicando sua capacidade de reduzir a viabilidade dessas
células de forma eficaz. Além disso, o germanicol também apresentou efeito
antitumoral relevante contra a linha A549 (carcinoma de pulmao), com ICsp préximo a
35,6 pg/mL. Esses valores sugerem que o germanicol possui uma atividade
significativa contra essas células tumorais (RAGASA et al., 2014).

Em sintese, os estudos evidencial que o germanicol possui um perfil promissor
como agente antitumoral, atuando de forma seletiva contra células de cancer
colorretal e pulmonar. Sua capacidade de induzir apoptose, inibir a migracao celular e
reduzir a viabilidade das células tumorais reforca seu potencial terapéutico,
justificando investigagbes futuras para aprofundar o conhecimento sobre seus

mecanismos e aplicagao clinica.
Substancia 57 — Lupeol

A substancia 57 apresentou sinal intenso com tr 91,27 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 92% de

similaridade que a substancia 57 fosse o lupeol, formula molecular C30Hs00 (Figura
27)
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Figura 27. Estrutura da substancia 57.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

O EM-IE (Figura 28) apresentou um sinal de m/z 426 [M**], referente ao ion
molecular, que sofre inicialmente a perda de um radical metila (*CH3), originando o
fragmento de m/z 411 (Figura 29). A partir desse ion, observa-se uma perda de um
radical metila (*CH3), originando o fragmento m/z 411. A partir desse ion, ocorre uma
clivagem do tipo retro-Diels-Alder (RDA), no anel C do triterpeno, levando a eliminagéo
de uma molécula neutra de eteno (C2H4) e formagédo do ion fragmento de m/z 175
(Figura 29).

Figura 28. Espectro de Massas da substancia 57.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no Agilent MassHunter.
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Figura 29. Proposta de fragmentacao para a substancia 57.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O lupeol € um triterpeno pentaciclico amplamente distribuido em diversas
espécies vegetais, reconhecido por sua ampla gama de atividades bioldgicas,
especialmente seu potencial antitumoral. Estudos experimentais tém demonstrado
que o lupeol exerce efeitos antiproliferativos e citotoxicos contra varias linhagens
celulares tumorais, incluindo aquelas derivadas de cancer de prostata, pele, pulméo,
mama, coélon, figado e rim. Sua agdo antitumoral esta associada a multiplos
mecanismos moleculares que atuam de forma integrada para inibir o crescimento e a
sobrevivéncia das células cancerigenas (SALEEM, 2009).

Um dos principais mecanismos atribuidos ao lupeol € a inducdo de apoptose
(morte celular programada), envolvendo ativagdo da via intrinseca mitocondrial,
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, liberagdo de citocromo c e
ativacdo subsequente de caspases. Além disso, o lupeol pode interromper o ciclo
celular, frequentemente causando bloqueio em fases especificas, o que contribui para
a inibicdo da proliferagdo tumoral. A modulacdo de vias de sinalizagdo-chave
(relacionadas a sobrevivéncia, inflamagao e angiogénese) também é central para seu
efeito antitumoral (SALEEM, 2009).

No adenocarcinoma pancreatico (AsPC-1), o lupeol promoveu inibicdo do
crescimento celular de maneira dependente da dose e induziu apoptose, associando-
se a modulacdo das vias Ras, PI3K/Akt, MAPKs e NF-kB, cruciais para a
sobrevivéncia e a proliferacao celular (SALEEM et al., 2005).

Em modelos de melanoma murino (B16 2F2), a administragcédo sistémica ou
local de lupeol reduziu a expressao dos marcadores de proliferacao Ki-67 e PCNA,
indicando bloqueio do ciclo celular (NITTA et al., 2013). Esse efeito sugere que o lupeol
pode atuar como um agente antiproliferativo eficaz contra melanomas em estagios

iniciais e avangados
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No melanoma humano (linhas A375 e RPMI-7951), o lupeol exibiu
citotoxicidade seletiva dentro da faixa de concentragdes entre 10 e 50 pM. Além de
induzir apoptose, o composto inibiu a migragao celular, um fator chave na progressao
e metastase tumoral, e apresentou efeito antiangiogénico, que pode impedir o
crescimento vascular necessario para a nutricdo do tumor. Os valores de IC5, foram
de 45,5 uyM para RPMI-7951 e 66,6 uyM para A375, evidenciando uma atividade
relevante nestas linhagens (BOCIORT et al., 2021).

Em estudos in vivo com modelos de melanoma metastatico humano em
camundongos, o lupeol foi capaz de reduzir a tumorigénese por meio da inducdo de
apoptose, demonstrada pela alteragcdo na razao pré-apoptética Bax e anti-apoptética
Bcl-2, bem como pela clivagem da proteina PARP, marcador classico da morte celular
programada (SALEEM et al., 2008). Esses resultados apontam para a capacidade do
lupeol de atuar também em sistemas biolégicos complexos, reforcando seu potencial
terapéutico

No carcinoma hepatocelular (SMMC-7721 e HepG2), o lupeol reduziu a
viabilidade, desencadeou apoptose e alterou a progressao do ciclo, com evidéncias
de ativagcdo de caspase-3 e clivagem de PARP; em modelo animal, conteve o
crescimento tumoral e aumentou a resposta ao TRAIL, indicando potencial de
quimiossensibilizacao (HE et al., 2011)

No carcinoma colorretal, o lupeol suprimiu a via Wnt/B-catenina em células com
sinalizagado constitutiva, reduzindo [(-catenina nuclear e alvos transcricionais
(TARAPORE et al., 2013).

Por fim, no carcinoma de células renais (SK-RC-45), o lupeol apresentou LCso
=~ 40 uM (48 h). As evidéncias apontam desbalanceamento da dindmica mitocondrial
em direcao a fissdo excessiva, o que culmina em apoptose; como resposta adaptativa,
a célula aciona mecanismos autofagicos (SINHA et al., 2019).

Além de seu impacto direto nas ceélulas tumorais, o lupeol também reduz a
capacidade migratodria e invasiva das células cancerigenas, um aspecto crucial para
a prevencao de metastase, por meio da supressdo de metaloproteinases da matriz
(MMPs). Seu perfil de baixa toxicidade em células normais destaca-o como um
candidato promissor para o desenvolvimento de terapias anticancer mais seguras.

Dessa forma, o lupeol destaca-se como um composto bioativo multifuncional e
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promissor para a oncologia experimental, com potencial para contribuir no

desenvolvimento de novos tratamentos antitumorais.

Esterois (Fitosterois e derivados)

Esterdis sdo um subgrupo dos esteroides, compostos lipofilicos derivados do
ciclopentanoperidrofenantreno, uma estrutura tetraciclica que constitui o nucleo
esteroidal. Os esterdis apresentam tipicamente uma hidroxila em C-3 e uma cadeia
alifatica em C-17, caracteristicas que conferem propriedades especificas de interacao
com membranas celulares, influenciando sua fluidez e estabilidade (NES, 2011). Os
esterdis sdo amplamente distribuidos na natureza e podem ser classificados segundo
sua origem como Zoosterdéis (encontrados em animais), fitosterdis (encontrados em
plantas) e micosterois (produzidos por fungos e levedura (ZIO et al., 2024).

Os fitosterodis sao esterdis de origem vegetal com estruturas quimicas muito
semelhantes as do colesterol, principal esterol de origem animal. Ambos compartilham
0 mesmo nucleo tetraciclico esteroidal, mas os fitosterdis se diferenciam
principalmente pela presenca de duplas ligagcbes adicionais e ramificagcbes metil ou
etil na cadeia lateral, geralmente na posicao C-24. Essas variagdes estruturais afetam
diretamente suas propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade em lipidios, a
fluidez da membrana e a afinidade por receptores celulares, influenciando também
suas atividades bioquimicas e farmacoldgicas, incluindo efeitos antitumorais ja
observados in vivo e in vitro (WANG et al., 2023; SHEN et al., 2024)

Estudos pré-clinicos e alguns ensaios clinicos tém demonstrado que os
fitosterdis exercem efeitos antitumorais relevantes por meio de uma variedade de
mecanismos moleculares e celulares interconectados. Esses compostos atuam tanto
na inibicdo da proliferagao celular quanto na indugdo de morte celular programada,
além de modularem vias inflamatérias, oxidativas e angiogénicas envolvidas na
progressao tumoral (SALEHI et al., 2021; SHEN et al., 2024).

Um dos principais mecanismos € a inducao por apoptose, que € um processo
natural do corpo para eliminar células danificadas ou anormais. Os fitosteroéis ajudam
a ativar esse processo ao alterar o equilibrio entre proteinas que controlam a
sobrevivéncia celular, como as da familia Bcl-2. Isso leva a liberagdo de moléculas

especificas (como o citocromo c¢) pelas mitocondrias, que ativam enzimas chamadas
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caspases, responsaveis por desencandear a morte celular. Além disso, os fitosterois
também podem ativar outra via de apoptose, que envolve receptores de morte celular
na superficie das células (AWAD et al., 2007; VUNDRU et al.,, 2013; DITTY &
EZHILARASAN, 2021).

Outro efeito importante é a interrupgdo da proliferagdo celular. Células
cancerosas se dividem rapidamente, e os fitosterdis podem desacelerar esse
processo ao bloquear o ciclo celular em fases especificas. Isso acontece porque eles
reduzem a producao de proteinas que promovem a divisdo celular, como ciclinas e
CDKs, e aumentam a producéao de proteinas inibidoras, como p21 e p27 (VUNDRU et
al., 2013).

No caso da angiogénese, que é a formagado de novos vasos sanguineos para
alimentar o tumor, os fitosterdis também mostram um efeito inibidor: reduzem
marcadores pro-angiogénicos (p. ex., VEGF) e a atividade de MMP-2/MMP-9,
dificultando o fornecimento de oxigénio e nutrientes ao tumor (KANGSAMAKSIN et
al., 2017; WASZCZYKOWSKA et al., 2020).

Os fitosterois também ajudam a reduzir o estresse oxidativo, um desequilibrio
entre a producao de radicais livres e a capacidade do organismo de neutraliza-los.
Eles fazem isso ao diminuir a geracao de espécies reativas de oxigénio e aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, como SOD, catalase e glutationa peroxidase.
Além disso, tém efeito anti-inflamatdrio, pois inibem moléculas pré-inflamatérias, como
COX-2 e INOS, e suprimem a ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB, que esta
relacionada a inflamacao e ao crescimento tumoral (SHEN et al., 2024; WANG et al.,
2023).

Outro ponto relevante é a capacidade dos fitosterdis de modular vias de
sinalizagdo celular importantes para a sobrevivéncia e descimento das células
cancerosas. Eles atuam em rotas que estao envolvidas na proliferagao, resisténcia a
morte celular e capacidade de invasao tumoral. Ao interferir nessas vias, os fitostetois
podem reduzir a progressao do cancer e até melhorar a resposta a tratamentos
convencionais (SALEHI et al., 2021)

Por fim, estudos indicam que os fitosterois podem atuar de forma sinérgica com
0s quimioterapicos, ou seja, potencializar os efeitos de medicamentos como paclitaxel,
cisplatina e doxorrubicina. Isso pode levar a uma maior eficacia do tratamento e, ao

mesmo tempo, a uma redugao dos efeitos colaterais (BAE et al., 2021; BAO et al.,
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2022). Em resumo, os fitosterdis sdo compostos com multiplas agées no combate ao
cancer. Sua capacidade de agir em diferentes etapas do desenvolvimento tumoral os
torna promissores como agentes terapéuticos ou complementares no tratamento

oncoldégico

Substancia 47 — Campesterol

A substancia 47 apresentou sinal intenso com tr 68,56 min. Quando o EM-IE
desse composto foi comparado com o com EM-IE obtido da biblioteca NIST 17, foi
sugerido com 95% de similaridade, que se trata do campesterol, que tem férmula

molecular C2sH4s0 (Figura 30).

Figura 30. Estrutura do campesterol 47.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

O EM-IE de 47 apresentou um sinal de m/z 400 [M**], que foi atribuido ao ion
molecular (Figura 31). A partir dele, foram propostos dois mecanismos de
fragmentacgao para justificar os ions fragmentos de m/z 382 e 367 (Figura 32), que sao
uma desidratagao, seguida de uma eliminagao por via radicalar de uma metila,

respectivamente (Figura 32).
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Figura 31. Espectro de Massas da substancia 47.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no Agilent MassHunter.

Figura 32. Proposta de fragmentacao para substancia 47.

H,C H,C HsC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Diversos estudos tém investigado o potencial antitumoral do campesterol, um
fitosterol estruturalmente semelhante ao colesterol, mas com diferencas na cadeia
lateral que conferem propriedades bioldgicas distintas. Evidéncias recentes mostram
que essa molécula atua sobre multiplos tipos de cancer, interferindo em vias celulares
essenciais para a sobrevivéncia e a disseminagdo tumoral (AWAD & FINK, 2000;
SHEN et al., 2024).

No cancer de ovario humano, pesquisas utilizando modelos de cultivo
bidimensionais e tridimensionais demonstraram que o tratamento com campesterol
induz morte celular programada, acompanhada de aumento significativo na produgao
de espécies reativas de oxigénio e sobrecarga de calcio intracelular. Essas alteracoes
levaram a disfungdo tanto das mitocondrias quanto do reticulo endoplasmatico,
suprimindo a proliferacédo, bloqueando o ciclo celular e reduzindo a capacidade de
migracao e agregacéao celular. Além disso, o composto potencializou a eficacia de
farmacos quimioterapicos, sugerindo um mecanismo de agéo baseado no estresse
oxidativo e na desestabilizagdo do equilibrio ibnico e funcional das organelas (BAE et

al., 2021).
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Em estudos sobre cancer de préstata, o campesterol foi testado tanto in vitro,
em células da linhagem PC-3, quanto in vivo, em camundongos SCID com
xenotransplantes tumorais. Observou-se uma inibigdo moderada do crescimento
celular in vitro, mas efeitos mais expressivos no modelo animal, onde dietas
suplementadas com fitosteradis, incluindo campesterol, reduziram o volume tumoral em
aproximadamente 40—-43% e diminuiram a incidéncia de metastases para linfonodos
e pulmdes. Os dados indicam que, além de atuar diretamente sobre a proliferagao
celular, o campesterol interfere na ades&o, migragao e invasdo tumoral, modulando
processos criticos para a progressao metastatica (AWAD et al., 2001).
processo essencial para o crescimento e disseminacao de tumores sélidos. Estudos
com ceélulas endoteliais humanas e no modelo de membrana corioalantéide de
embrido de galinha mostraram que o composto inibe de forma significativa a formacéao
de novos vasos sanguineos induzida pelo fator de crescimento de fibroblastos basico
(bFGF). Ao bloquear a sinalizagao pro-angiogénica, o campesterol limita o suprimento
de oxigénio e nutrientes aos tumores, comprometendo sua expansao e capacidade
metastatica (CHOI et al., 2007).

Além disso, investigacdes recentes revelaram que o campesterol apresenta
afinidade pelo receptor de estrogénio alfa, desempenhando papel relevante no cancer
de mama hormonio-positivo. Estudos in silico indicaram que o fitosterol pode se ligar
ao receptor e induzir alteracbes conformacionais que reduzem sua atividade
transcricional. Ensaios in vitro confirmaram a seletividade do efeito para células ER+,
e experimentos com organoides derivados de pacientes mostraram inibicdo do
crescimento tumoral. O mecanismo de acdo proposto envolve o bloqueio da
sinalizacdo dependente de estrogénio, interferindo diretamente na expressao de
genes relacionados a proliferagao celular (MAJUMDER et al., 2024).

Por fim, em cancer de mama triplo-negativo, células da linhagem MDA-MB-231
tratadas com campesterol apresentaram leve reducdo no crescimento celular,
associada a modulagéo da via biossintética do mevalonato e da sinalizagcdo MAPK.
Embora o efeito tenha sido mais modesto do que o observado para outros fitosterois,
como o B-sitosterol, os resultados indicam que o campesterol também pode impactar

vias regulatérias do metabolismo de lipidios e da transdugao de sinais, influenciando,
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ainda que em menor grau, o comportamento proliferativo dessas células (AWAD et al.,
2003).

Em conjunto, esses estudos demonstram que o campesterol exerce multiplas
acdes antitumorais, que vao desde a inducio de estresse oxidativo e apoptose até a
inibicdo de angiogénese, modulacao de receptores hormonais e interferéncia em vias
de sinalizagao criticas para o crescimento e a disseminacgao de células cancerigenas.
Sua atuacao diversificada e capacidade de potencializar terapias ja estabelecidas
torna-no um candidato promissor para futuras investigagdes no desenvolvimento de

estratégias anticancer baseadas em compostos naturais

Substéancia 52 — y-sitosterol

A substéancia 52 apresentou sinal intenso com tr 82,33min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 98% de
similaridade que a substancia 52 fosse o y-sitosterol, formula molecular C29Hs500
(Figura 33).

Figura 33. Estrutura do y-sitosterol 52.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

O estudo avaliou o efeito do y-sitosterol isolado da Acacia nilotica sobre as
linhas celulares tumorais MCF-7 (mamario) e A549 (pulmonar). Os resultados
demonstraram que o composto promoveu inibicdo da proliferagao celular por indugao
de apoptose do ciclo celular na fase G2/M. Mecanisticamente, esse efeito foi
associado a supressdo da oncoproteina c-Myc, implicada na regulacdo do

116



crescimento e sobrevivéncia celular. Esses achados indicam o potencial do y-sitosterol
como agente antineoplasico (SUNDARRAJ et al., 2012)

Substancia 41 — Colestanol

A substancia 41 apresentou sinal intenso com tr 54,6 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 93% de
similaridade que a substancia 41 fosse o colestanol, formula molecular C27H4s80
(Figura 34).

Figura 34. estrutura do Colestanol 41.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Substancia 53 — Estigmastanol

A substancia 53 apresentou sinal intenso com {r83,19min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 94% de
similaridade que a substancia 53 fosse o estigmastanol, férmula molecular C29Hs20
(Figura 35).
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Figura 35. Estrutura da substancia 53.

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Compostos aromaticos e fendlicos

Compostos fendlicos e outras moléculas aromaticas sdo uma vasta familia
quimica presente em plantas, fungos e em fontes sintéticas, caracterizada por um ou
mais anéis aromaticos com grupos funcionais polares (como hidroxila, carboxila,
ésteres etc.). Esses compostos sdo amplamente distribuidos como metabdlitos nas
plantas, sendo sintetizados via as vias do acido chiquimico, pentose-fosfato e
fenilpropanoide, e apresentam desde moléculas fendlicas simples até estruturas
altamente polimerizadas (LIN et al., 2016). Esses compostos despertam grande
interesse na quimica medicinal devido a sua diversidade estrutural, facilidade de
modificagdo e ao amplo conjunto de atividades biolégicas descritas — entre as quais
a atividade antitumoral € uma das mais estudadas (SHARMA et al., 2022; BAKRIM et
al., 2022).

Os compostos fendlicos e aromaticos apresentam atividade antitumoral por
meio de multiplos mecanismos que atuam de forma integrada no ambiente celular. Um
dos processos centrais € a indugcao de apoptose e o bloqueio do ciclo celular, que
envolvem a ativagdo da via mitocondrial, aumento da permeabilidade da membrana
externa da mitocondria, liberagdo de citocromo ¢ e ativacdo sequencial de caspases
efetoras. Paralelamente, ocorre a modulagdo do balanco entre proteinas pré e
antiapoptaéticas, favorecendo a morte celular programada, e a regulagao de proteinas
de checkpoint, resultando em interrup¢cdo do ciclo celular em fases especificas
(BAKRIM et al., 2022).
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Outro mecanismo fundamental é a inibicdo de vias de sinalizagdo pro-
sobrevivéncia, como as rotas associadas ao crescimento e proliferacdo celular, a
angiogénese e a resisténcia a apoptose. Essa inibigdo leva a redugédo da expressao
de genes que sustentam o crescimento tumoral e a modulagdo de fatores de
transcricdo envolvidos na resposta inflamatéria e na manutengdo do microambiente
tumoral (SHARMA et al., 2022; SUN & SHAHRAJABIAN, 2023).

Esses compostos também podem exercer um efeito antioxidante ou pro-
oxidativo direcionado, modulando o equilibrio redox intracelular. Em células tumorais,
a alteracao desse equilibrio pode induzir estresse oxidativo intenso, resultando em
dano irreversivel a macromoléculas essenciais e desencadeando a morte celular
(SHARIFI-RAD et al., 2023).

A inibigdo da angiogénese e da capacidade metastatica também é um ponto-
chave. Essa agao envolve a supressao da sintese ou da atividade de fatores de
crescimento angiogénicos, a diminuigdo da expressao de enzimas degradadoras da
matriz extracelular e a reducédo de moléculas de adeséo celular, dificultando a invasao
e a disseminacdo das células malignas (BAKRIM et al, 2022; SUN &
SHAHRAJABIAN, 2023)

Por fim, ha um impacto significativo na modulagao epigenética e na reversao
da resisténcia a medicamentos. Essas alteragdes incluem mudangas nos padrdes de
metilacdo do DNA, modificacbes pos-traducionais de histonas e regulagédo de
microRNAs, resultando na reativagcéo de genes supressores de tumor e na inibicao de
transportadores de efluxo responsaveis por expulsar farmacos da célula (LORENTE-
CEBRIAN et al., 2025).

Substéancia 6 — p-hidroxiacetofenona
A substancia 6 apresentou sinal intenso com tr 26,15 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 95% de

similaridade que a substancia 6 fosse a p-hidroxiacetofenona, férmula molecular
CsHas02 (Figura 36).
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Figura 36. Estrutura da substancia 6.
0
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HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

O EM do composto 6 (Figura 37) apresentou um sinal de m/z 136 [M**], que foi
atribuido ao ion molecular. A partir do ion molecular foi proposta uma clivagem alfa a
carbonila que leva a eliminagdo de uma metila (15 u) e formagao do ion acilio como
fragmento de m/z 121 (C7Hs02*). Na sequéncia, o ion acilio sofre uma eliminagcéo
neutra de monoxido de carbono, levando ao ion fragmento de m/z 93 (CeHsO™) (Figura
38).

Figura 37. Espectro de Massas da substancia 6.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no Agilent MassHunter.

Figura 38. Proposta de fragmentagéo da substancia 6.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

120



Substancia 2— 4-hidroxibenzaldeido

A substéancia 2 apresentou sinal intenso com tr 22,71 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 98% de
similaridade que a substancia 2 fosse o 4-hidroxibenzaldeido, férmula molecular
C7HsO2 (Figura 39).

Figura 39. Estrutura da substancia 2.
HO

/O

Fonte: Elaborado pelo autor.

Substancia 4 — benzenoetanol, 4-hidroxi

A substéancia 4 apresentou sinal intenso com tr 25,44 min. Quando comparado
com o EM-IE desse sinal com a biblioteca NIST 17, foi sugerido com 91% de
similaridade que a substancia 4 fosse o benzenoetanol, 4-hidroxi, férmula molecular
CsH1002 (Figura 40).

Figura 40. Estrutura da substancia 4.
HO

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 ANOTACAO DE COMPOSTOS POR CLUE-IES-QTOF-EM E GNPS

Os dados obtidos de espectros de massas, no modo positivo e negativo, do
extrato etandlico (EXT-C) e das fragées hexano (FHC), diclorometano (FDC) e acetato

de etila (FAC) de C. jamacaru foram inseridas na plataforma GNPS para a produgéo
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das redes moleculares, com o objetivo de realizar anotagdes de compostos presentes
nestas amostras. Essas redes moleculares sdo formadas a partir da avaliagdo do
padrao de fragmentagdo e comparando com dados de bibliotecas espectrais, com o

intuito de reconhecer padrbes de fragmentagao de classes metabdlicas.

4.4.1 Analise dos espectros de massas com ionizagao por eletrospray no modo de

ionizagao negativa obtidos dos extratos e fragdes de C. jamacaru

A rede molecular do modo negativo apresentou 400 nds, conectados por 497
arestas e agrupadas em 27 clusters e 23 pares solitarios, conforme mostrado na
Figura 41 representada por graficos de pizza com cores diferentes, onde cada cor
representa um grupo estudado (G1: extrato etandlico — vermelho; G2: fragdo hexano
— azul; G3: Fracao diclorometano — verde; G4: Fragao acetato de etila — laranja; G5:
Fracado hidrometandlica — amarelo). Também foi possivel observar clusters formados
por nodos. Estes clusters sdo formados a partir da correlacdo entre os nodos e a
massa molecular do ion, caso apresentem 0s mesmos ions precursores e/ou

semelhangas na fragmentacéo, os nodos estardo conectados entre si.
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Figura 41. Representacao da rede molecular do extrato etandlico e fracdes de C. jamacaru
usando ionizagao por eletrospray no modo de ionizagdo negativa. As cores dos nés indicam

o grupo de amostra. Cada no6 é exibido como grafico de pizza proporcional a contribuigao

relativa de cada grupo.
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Fonte: Elaborado pelo autor — Rede gerada no GNPS e visualizada no Cytoscape.
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A rede molecular obtida no modo negativo (IES —) a partir do extrato etandlico
e das fragdes de C. jamacaru mostra um padrao claro de predominio de nés laranja e
amarelo, correspondentes as fragdes acetato de etila e hidrometandlica, nos maiores
componentes conectados da parte superior da figura, enquanto sub-redes menores
verdes (diclorometano) e poucos nds azuis (hexano) aparecem mais periféricos e com
menor conectividade. No GNPS, a conectividade reflete similaridade de fragmentagao
e, portanto, familias quimicas ou séries estreitamente aparentadas. Assim, a maior
coesao nos blocos laranja/amarelo indica grupos de compostos que compartilham
similares padrdes de fragmentacao (WANG et al., 2016; ARON et al., 2020; NOTHIAS
et al., 2020). Esse comportamento € compativel com o que se espera de espécies
com grupos acidos (carboxilatos, fenoxidos) e outros centros facilmente
desprotonaveis, que apresentam alta eficiéncia de ionizagcdo como [M—H]™ em IES (-),
fornecendo espectros EM/EM ricos e comparaveis entre si (KERBALE & VERKERK,
2009; COLE, 2010).

Afragao acetato de etila concentra compostos semipolares, e a hidrometandlica
reune espécies mais polares. Todas as fragdes colorem os nés mas estas duas sao
as que mais se destacam. Em procedimentos classicos de particao, fendis, acidos
fendlicos conjugados e analogos contendo grupos ionizaveis tendem a ficar
preferencialmente nessas duas fragdes, enquanto os compostos marcadamente
apolares migram para diclorometano/hexano (DAl & MUMPER 2010). Assim, o fato de
o0 maior componente ser dominado por G4/G5 indica que o conjunto que mais gera
EM/EM semelhante em IES(-) estd enriquecido nas fragdes de maior polaridade,
coerente com a maior propensao a desprotonacao desses compostos em solvente
aquoso—organico e com a consequente abundancia de ions-filho diagndsticos (por
exemplo, perdas de CO, em carboxilatos, neutralizagdes caracteristicas em fendlicos)
que sustentam a formagéao de arestas na rede (KERBALE & VERKERK, 2009; COLE,
2010).

Ja as sub-redes com predominéancia de G3 (diclorometano) e a presenga mais
discreta de G2 (hexano) refletem a realidade oposta: menor polaridade global e,
portanto, menor eficiéncia de ionizagao para boa parte dos constituintes neutros nessa
janela de aquisicdo. Em IES(-), hidrocarbonetos e terpenos pouco oxigenados
tendem a responder mal por ndo possuirem sitios acidos adequados, ao passo que

moléculas apolares que ainda carregam um grupo acido (p. ex., um carboxilato)
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costumam responder e formar pequenas séries homodlogas conectadas por
similaridade espectral (HENRIKSEN et al., 2005; LIIGAND et al., 2017). Essa
similaridade é observada na figura: alguns agrupamentos verdes (G3) conectados,
contrastando com muitos nos azuis isolados (G2) ou de baixa conectividade, sinal de
que apenas uma fragao do que foi extraido em hexano/diclorometano gera espectros
suficientemente informativos para se ligar em rede (WANG et al., 2016; ARON et al.,
2020; NOTHIAS et al., 2020).

Outro aspecto relevante € a mistura de cores nos “pies” de varios nés —
especialmente laranja+amarelo e, em menor grau, verde+laranja. Isso evidencia que
uma parcela dos compostos foi coletada em mais de uma fragao, algo esperado em
equilibrios de particao quando a polaridade € intermediaria. Esse “overlap” fortalece a
interpretacdo quimica porque mostra reprodutibilidade de deteccdo em meios com
polaridades contiguas e consisténcia de espectros EM/EM independentemente da
fracdo (DAI & MUMPER 2010). Em contraste, a raridade de nés dominados por G2
(hexano) é coerente com a baixa ionizagao de espécies muito apolares em IES(-) e
explica por que essa fracdo aparece na rede sobretudo como participagao minoritaria
em nos que ja tém forte presencga de outra fracdo (KERBALE & VERKERK, 2009;
COLE, 2010)

A morfologia global (grandes componentes laranja/amarelo, sub-redes verdes
menores e extensa base de nds pouco conectados) é, portanto, um resultado
quimicamente consistente com (i) o modo de ionizagdo negativo, que favorece
espécies desprotonaveis e penaliza moléculas apolares neutras; (ii) o fracionamento
por polaridade, que desloca os compostos ionizaveis para acetato de
etila/hidrometanol; e (iii) a prépria légica das redes moleculares, que requer padrées
de fragmentagédo compartilhados para formar arestas, conectando mais fortemente as
familias ricas em ions-filho diagndsticos.

Além da formagao dos clusters, também foi possivel analisar uma lista de
compostos geradas pelo GNPS, com anotagao de 10 possiveis constituintes no modo

negativo presentes nos extratos e fragdes de C. jamacaru (Tabela 8; Figura 42)
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Tabela 8. Anotacdo das substincias no extrato e fracbes de C. jamacaru por redes

moleculares no modo de ionizagdo negativa.

N° t(min) Cosseno Classificagdao Picos iguais Referéncia

GNPS Library Spectrum
58 27,65 0,9 Bronze

CCMSLIB00005746389

GNPS Library Spectrum
59 50,83 0,9 Bronze 7

CCMSLIB00005751601

GNPS Library Spectrum
60 28,50 0,9 Bronze 8

CCMSLIB00005739667

GNPS Library Spectrum
61 7,83 0,9 Bronze 6

CCMSLIB00005745050

GNPS Library Spectrum
62 26,57 0,85 Bronze 8

CCMSLIB00010113847

GNPS Library Spectrum
63 32,48 0,81 bronze 6

CCMSLIB00004691667

GNPS Library Spectrum
64 42,3 0,8 bronze 9

CCMSLIB00005746967

GNPS Library Spectrum
65 23,75 0,79 Bronze 7

CCMSLIB00004710948

GNPS Library Spectrum
66 28,63 0,76 Gold 6

CCMSLIB00000846520

GNPS Library Spectrum
67 65,83 0,7 bronze

CCMSLIB00003138554

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 42. Estruturas das possiveis substancias anotadas pelo GNPS no modo de ionizagao

negativa.

)J\/\/\/\/U\ @
H (63) OH [¢] OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.2 Anotagdo dos compostos por CLUE-IES—-QTOF-EM no modo de ionizagéao

negativa

Todas as substancias anotadas pelo GNPS apresentam valor minimo de
similaridade espectral (cosseno) igual ou maior que 0,7. As 10 possiveis substancias
anotadas pelo GNPS foram analisadas por meio de espectrometria de massas de alta
resolucdo, na qual a anotagdo confirmou 8 substancias. Estas substancias estao
apresentadas na Tabela 9, onde o numero de picos iguais equivale a comparagéo com
os espectros das bibliotecas no banco de dados do GNPS e os espectros do presente

trabalho.
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Tabela 9. Anotacdo dos compostos no extrato etandlico e fragdes de C. jamacaru por redes

moleculares ordenados pelo tempo de retencdo — modo de ionizagédo negativa.

Ne tR Aduto Massa Férmula Erro Fragio
(min) precussora molecular (ppm)
58 27,65 [M—HJ 593,1512 C27H30015 0.8 FAC
60 28,50 [M—HJ 623,1618 C2sH32016 -4,0 EXT-C; HID; FA
61 7,83 [M—HJ 290,0881 C11H17NO4 -1,7 EXT-C; HID
62 26,57 [M = HJ 609,1461 C27H30016 0 EXT-C
63 32,48 [M —H] 187,0976 CoH1604 -1,6 FDC; FHC
64 42,3 [M—HJ 329,2333 C18H340s5 0,6 FDC; FHC
65 23,75 [M—HJ 331,0984 C16H20010 -3,5 EXT-C; FAC; HID; FDC
67 65,83 [M—HJ 313,2384 C18H3404 2,2 FHC; FDC

Fonte: Elaborado pelo autor.

Representando uma grande porcao das substancias anotadas e identificadas
na analise por CLUE-IES-QTOF-EM, os flavonoides constituem uma ampla classe
de metabdlitos polifendlicos presentes em diversas espécies vegetais, reconhecidos
por sua diversidade estrutural e multiplas atividades bioldgicas. Quimicamente,
apresentam um esqueleto carbdnico C15 formado por dois anéis aromaticos (A e B)
ligados por uma cadeia heterociclica oxigenada de trés carbonos (anel C), resultando
no arranjo C6—C3—C6 (Figura 43). O anel A é derivado da via policetidica, enquanto o
anel B provém da via do acido chiquimico, sendo ambos conectados pelo anel C, que
pode variar em nivel de oxidacao e de insaturagao, originando diferentes subclasses
como flavonas, flavondis, flavanonas e isoflavonas (PANCHE et al., 2016; TOHGE et
al., 2017).

Figura 43. Estrutura geral de um flavonoide e sua respectiva numeragéao.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A substancia 58, anotada como kaempferol-3-O-rutinosideo (Figura 44) foi
anotada na fragdo acetato. Apresentou sinal do ion molecular [M—H]™ em m/z 593
(Figura 45). A fragmentacgao ocorre por duas vias complementares. A clivagem do elo
Aglicona—O—-C1’ da glicose promove a perda neutra de C12H2009, formando o aglicone
desprotonado m/z 285. Em paralelo, ha transferéncia de He seguida de homolise
dessa mesma ligagao, com eliminagéo do agucar como radical C12H210g* € geragéo

do aglicone radical-anion m/z 284 (Figura 46).

Figura 44. Estrutura da substéancia 58.
OH

HO OH
OH

OH

OH o} OH

HO 0]

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 45. EM—IES alta resolugao para a substancia 58.

o 2840280

285.0388

5031817

113.0266

71 2860449
19,0332 255 1650089 2E0drt 5 S o 29967 ki
19.0332. 138,025 - 1820410 711015 3181382 3270588 40100 709838 392996 Mo1s08 4BITIE o 730405
(|

I T O R T el ! IO il S i O R -
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210. 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).
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Figura 46. Proposta de fragmentagao da substancia 58.
OH

O

m/z 284

m/z 285

Fonte: Elaborado pelo autor.

O kaempferol-3-O-rutinosideo é um flavonol glicosilado (nucleo do kaempferol
ligado ao dissacarideo rutinose) com diversas atividades biolégicas. Ele exerce efeito
hepatoprotetor, demonstrado em modelo de hepatotoxicidade por CCls em
camundongos, reduzindo danos hepaticos e estresse oxidativo (WANG et al., 2015).
Além disso, apresenta efeitos neuroprotetores, atravessando a barreira
hematoencefalica e protegendo as células neuronais por meio da estabilizacdo de
membranas mitocondriais e diminuicdo do estresse oxidativo (MA et al., 2017).
Também foi descrito como cardioprotetor, melhorando a funcéo cardiaca e reduzindo
marcadores inflamatérios como TNF-a e IL-6 em modelos de insuficiéncia cardiaca,
com possivel atuagao na via PISK-AKT (GUO et al., 2025)

A substancia 60, anotada como isorhamnetina-3-O-rutinosideo (Figura 47) foi
anotada na fragdo acetato. Apresentou sinal do ion molecular [M-H]" em m/z 623
(Figura 48). O precursor m/z 623 sofre perda neutra do dissacarideo rutinosideo
(C12H2009) por clivagem do elo Aglicona-O-C1’ da glicose, formando o aglicone
desprotonado em m/z 315. A partir desse aglicone observam-se duas rotas: (i) um

processo retro-Diels-Alder (RDA) no anel C, com eliminacdo de um fragmento C7HsO4
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e geracgao do produto m/z 163; (ii) eliminagdo de CHa4, originando o m/z 299 (Figura

49).

Figura 47. Estrutura da substéancia 60.

OH

HO OH
OH

OH

OH o} OH

HO o} ™~

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 48. EM—IES alta resolugéo para a substancia 60.

For Help, press F1

Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).
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Figura 49. Proposta de fragmentagao da substancia 60.

m/z 623

m/z 163

Fonte: Elaborado pelo autor.

O isorhamnetina-3-O-rutinosideo (60) apresenta atividade antioxidante
marcante, com alta capacidade de neutralizacdo de radicais livres em diferentes
ensaios quimicos (WANG et al., 2023). Além disso, foi demonstrado que glicosideos
de isorhamnetina exercem efeito anti-inflamatério: especificamente, o isorhamnetin-3-
O-galactosideo (I3G) reduz a liberagcdo de HMGB1 e inibe a fosforilagdo de MAPKs
(p38, ERK1/2, UJNK) em modelos in vitro e de sepse por CLP; em paralelo, o
rutinosideo mostra reducéo de TNF-a/IL-6 e COX-2 em modelos tépicos (KIM et al.,
2013; ANTUNES-RICARDO et al., 2015; WANG et al., 2023).

A substancia 61, anotada como acido ribosilpirrolidonacarboxilico (Figura 50)
foi anotada na fracdo acetato com o ion molecular [M-H]™ em m/z 290 (Figura 51). O
ion m/z 200 é formado através de uma clivagem concertada do anel do agucar, que
rompe simultaneamente a ligagdo C1-O do elo glicosidico e uma ligagdo C-C do ciclo.
A partir de m/z 290, observa-se a eliminacdo neutra de CH202, gerando m/z 244.
Partindo do ion m/z 200, ocorre uma nova eliminagao de CH202 que produz o ion m/z
154. A partir de m/z 200, um rearranjo remoto de hidrogénio (RRH) conduz a perda de
C3H402 e a formagao do ion m/z 128 (pico base no espectro). Por fim, m/z 128 sofre

desidratacéo (—H,O) para originar m/z 110 (Figura 52).
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Figura 50. Estrutura da substancia 61.
HO, OH
0

HO OH

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 51. EM—IES alta resolugao para a substancia 61.

128.0346 1.09e+003
00.058:
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0187 1150n 5 . s i
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

Figura 52. Proposta de fragmentagao da substancia 61.
HO OH H- o) H- fo) H"
N N N
OH
HO N e HO\)\/N ) ;
H

(6] H CH,0
m/z 200 m/z 154
m/z 290 o)
OH
l¢) OH
RRH C3H,0
CH,0, 3M402
OH H
HO i "
H 0 H O
H H =
OH N ) N c”
HO o ( T» o
O H

N

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A substancia 62, anotada como quercetina-3-O-rutinosideo (Figura 53).
Apresentou sinal do ion molecular [M—H]™ em m/z 609 (Figura 54). A proposta de
fragmentacao (Figura 55) segue a mesma fragmentagéo proposta na substancia 58
(Figura 46). O precursor [M-H]™ m/z 609 fragmenta-se por duas rotas: (i) clivagem
heterolitica com perda neutra C12H2009, gerando a aglicona desprotonada m/z 301;
(i) clivagem homolitica apos transferéncia de He, com eliminacdo do agucar como
radical C12H210¢° e formacéo do radical da aglicona m/z 300, que aparece como pico
base no espectro EM-IES (Figura 56)

Figura 53. Estrutura da substéncia 62.
OH

HO OH

HO OH

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 54. EM-IES alta resolugéo para a substancia 62.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).
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Figura 55. Proposta de fragmentacao da substancia 62.

O OH -
m/z 301 OH C12M2000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Arutina (quercetina-3-O-rutinosideo 62) € um dos flavonoides glicosilados mais
investigados, destacando-se pela ampla gama de atividades bioldgicas relatadas. Sua
atividade antioxidante é amplamente documentada, tanto in vitro (ensaios como
DPPH) (CHOI et al.,, 2021) quanto in vivo, em modelos hepaticos e sistémicos
(DOMITROVIC et al., 2012; GANESHPURKAR & SALUJA, 2017). Além disso, a
atividade anti-inflamatdria tem sido confirmada em diferentes modelos, com redugao
significativa de mediadores como TNF-a, IL-6, PGE; e 6xido nitrico, incluindo estudos
em artrite e lesdes hepaticas induzidas (GANESHPURKAR & SALUJA, 2017;
DOMITROVIC et al., 2012).

No ambito do envenenamento por jararaca (Bothrops jararaca), a rutina
mostrou eficacia in vivo, reduzindo hemorragia e desequilibrio redox, o que reforga
seu potencial em condicdes de estresse oxidativo sistémico associadas a disturbios
hemostaticos (SACHETTO et al., 2018). Adicionalmente, sua atividade cardioprotetora
tem sido atribuida as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, com efeitos
documentados em modelos vasculares e metabdlicos, sugerindo beneficios na
protecdo endotelial e contra complicagées cardiovasculares (MLYNARSKA et al.,
2024).

A substancia 63, anotada como acido azelaico (Figura 56) foi anotado nas
fragcdes hexano e diclorometano e identificada na fracdo diclorometano. Apresentou

sinal do ion molecular [M—H]~ em m/z 187 (Figura 57).
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Figura 56. Estrutura da substancia 63.
OH OH

) @)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 57. EM—IES alta resolugéo para a substancia 63.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

O acido azelaico (AZA) é um acido dicarboxilico de cadeia média, derivado da
oxidagao de acidos graxos insaturados. Estudos recentes destacam seu potencial no
tratamento do cancer (LITVINOV et al., 2009; BIKKINAET AL., 2014).

Em leucemia mieloide aguda, o AZA demonstrou inibir a viabilidade e induzir
apoptose em células leucémicas humanas de forma dose-dependente. Os
mecanismos envolvidos incluem estresse oxidativo, parada do ciclo celular e ativacao
da via de sinalizagdo Notch, com resultados positivos também in vivo em modelos
murinos com xenotransplantes de LMA (PAN et al., 2017; ZHANG et al., 2020). No
contexto de tumores sélidos, especialmente melanoma, estudos indicam que o AZA
exerce toxicidade seletiva contra células tumorais. Ensaios in vitro mostram efeito
citotoxico em linhagens de melanoma humano por inibigdo da enzima thioredoxin
reductase (SCHALLREUTER & WOQD, 1987). Revisdes também apontam que o AZA
compromete a sintese de DNA e a respiragao mitocondrial, reforcando seu potencial

como agente antitumoral amplo (SAUER et al., 2024).
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Do ponto de vista mecanistico, o AZA parece atuar por multiplas vias, tais como:
modulagao do redox e atividade mitocondrial, promovendo estresse oxidativo seletivo
em células tumorais; Inibicdo de enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e da
sintese de DNA, prejudicando a proliferacdo celular; e Regulacdo de eixos
inflamatoérios e de migragcao tumoral, como o eixo CCL2/CCR2, cuja supressao
resultou em reducao da infiltracdo cutanea de células leucémicas em modelo de LMA
in vitro e in vivo (SAUER et al., 2024; JIANG et al., 2025),

Assim, o acido azelaico apresenta um perfil multifuncional, visto que atua como
antioxidante e anti-inflamatério em condi¢des fisioldgicas normais, mas pré-oxidante
e antiproliferativo em células tumorais. Esse duplo comportamento reforca sua
relevancia como molécula de interesse oncolégico e confere ao C. jamacaru um perfil
promissor como fonte natural de compostos bioativos com potencial anticancer.

A substancia 64, anotada como acido 9,12,13-tri-hidroxioctadeca-10-endico
(Figura 58) foi anotada nas fragdes hexano e diclorometano e identificada na fragao

diclorometano.

Figura 58. Estrutura da substancia 64.
OH OH OH

X

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

A substancia 65, anotada como (Acido (2S,3S,4S,5R,6R)-6-(3-benziloxi-2-
hidroxipropoxi)-3,4,5-triildroxioxano-2-carboxilico (Figura 59) apresentou sinal do ion
molecular [M-H]" em m/z 371 (Figura 60). [M-H]" m/z 371 sofre fragmentacgao
principalmente por clivagem do éster aromatico: quebra heterolitica do elo Ar—CO-0O-
com transferéncia de H para o anel, liberando o anion Benzoato m/z 121 (pico base)
e o fragmento complementar m/z 249 (indicado pelas setas vermelhas na figura 65).
Como via de fragmentagao alternativa, com retengdo de carga na porgéo agucarada,
o precursor perde C1oH1003 para formar m/z 193, seguido de desidratacao até m/z

175 (Indicado pelas setas azuis na Figura 65).
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Figura 59. Estrutura da substancia 65.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 60. EM—IES alta resolugdo para a substancia 65.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

Figura 61. Proposta de fragmentagao da substancia 65.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A substancia 67, identificada como acido 12,13-dihidroxi-9-octadecenoico
(Figura 62) foi detectada nas fragdes hexano e diclorometano, por meio do GNPS com

cosseno 0,7. Esta substancia foi identificada na fragao diclorometano.

Figura 62. Estrutura da substancia 67.
OH

HO /

o OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise do espectro de massas de 67 apresentou sinal do ion molecular [M—
H]~ em m/z 313 (compativel com um acido graxo insaturado 3-hidroxilado) (Figura 63).
O fragmento m/z 269 é formado a partir da descarboxilagdo intramolecular do
carboxilato com transferéncia de H. O fragmento m/z 295 é formado pela perda
desidratagéo do precursor (m/z 313) com eliminagdo de uma molécula neutra de H20.
O ion m/z 295 sofre clivagem da cadeia com perda neutra de C7H120, fornecendo o

fragmento m/z 183, que aparece intenso no espectro (Figura 64).

Figura 63. Espectro de massas EM/EM de alta resolugao para a substancia 67.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).
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Figura 64. Proposta de fragmentacao da substancia 67.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.3 Analise dos espectros de massas com ionizagao por eletrospray no modo de

ionizagao positiva obtidos dos extratos e fragdes de C. jamacaru

A rede molecular do modo positivo apresentou 159 nds, conectados por 194
arestas, conforme mostrado na Figura 65 representada por graficos de pizza com
cores diferentes, onde cada cor representa um grupo estudado (G1: extrato etandlico
— vermelho; G2: fragao hexano — azul; G3: Fragao diclorometano — verde; G4: Fracao
acetato de etila — laranja; G5: Fragao hidrometandlica — amarelo). Também foi possivel
observar clusters formados por nodos. Estes clusters sdo formados a partir da
correlagcao entre os nodos e a massa molecular do ion, caso apresentem os mesmos
ions precursores e/ou semelhangas na fragmentacao, os nodos estarao conectados
entre si. Além da formacéo dos clusters, também foi possivel analisar uma lista de
compostos geradas pelo GNPS, com anotagéo de 9 possiveis constituintes no modo

positivo presentes nos extratos e fracdes de C. jamacaru (Tabela 10; Figura 66)
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Figura 65. Representacao da rede molecular do extrato etandlico e fracdes de C. jamacaru
usando ionizagao por eletrospray no modo de ionizagao positiva. As cores dos ndés indicam o
grupo de amostra. Cada n6 é exibido como grafico de pizza proporcional a contribuigao

relativa de cada grupo.
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Fonte: Elaborado pelo autor — Rede gerada no GNPS e visualizada no Cytoscape.

A rede molecular gerada no modo positivo (IES*), a partir do mesmo conjunto
de amostras (extrato etandlico e fragdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e
hidrometandlica), apresenta uma inversao clara do protagonismo das fragdes quando
comparada ao modo negativo: o grande componente inferior e varios
subcomponentes adjacentes sado dominados por G2 (hexano, azul) e G3
(diclorometano, verde), enquanto G4 (acetato de etila, laranja) e G5 (hidrometandlica,

amarelo) aparecem sobretudo em ndés mistos e em pequenos agrupamentos. Em
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GNPS, as arestas refletem semelhanga de espectros EM/EM; portanto, a maior
conectividade azul/verde indica que, em IES*, ha muitas features com padrdes de
fragmentagao compartilhados nas fragdes menos polares (WANG et al., 2016; ARON
et al., 2020; NOTHIAS et al., 2020). Esse comportamento € coerente com a quimica
de ionizagdo positiva, que favorece espécies com centros basicos (aminas,
alcaloides), heteroatomos suscetiveis a protonacéo (éteres, epoxidos, oxigenados
pouco acidos) e formadores de adutos ([M+NH,]*, [M+Na]*, [M+K]*), ampliando a
resposta de lipidios neutros, terpenoides, esterdides/triterpenos e outros constituintes
apolares a semipolares que migram para hexano/diclorometano na particao
(KEBARLE & VERKERK, 2009; COLE, 2010).

Dois tragos da figura sustentam essa ideia. Primeiro, a presenca de muitos
pares e triades de nds azuis/verde-azuis conectados por arestas curtas e repetidas,
frequentemente com pequenas diferengas de massa exatas entre vizinhos. Em IES*,
€ tipico observar familias de adutos de uma mesma molécula, além de ions de
desidratacdo em alcodis/esterdis e dimeros ndo covalentes em compostos muito
hidrofébicos (KEBARLE & VERKERK, 2009; COLE, 2010; MURPHY, 2014). O padrao
de duplas e triplas observado na base azul/verde é, portanto, compativel com
adutos/parciais de fragmentacdo do mesmo nucleo.

A mistura de cores em diversos nos (azul+verde; laranja+amarelo em
agrupamentos menores; e n6s multicoloridos pontuais) refor¢a o papel da partigao por
polaridade de certos metabdlitos. Compostos semipolares que fazem tanto [M+H]*
quanto adutos metalicos podem ser coletados parcialmente em G3 e G4. Essa
redundancia entre fragdes fortalece a interpretacao, pois indica detecgao reprodutivel
em meios contiguos de polaridade e padroes EM/EM estaveis entre matrizes (DAl &
MUMPER, 2010).

O conjunto também mostra muitos nés de baixa conectividade com arcos curtos
na base azul/verde. Em redes moleculares isso costuma refletir (i) espectros pouco
informativos (dominio de perdas comuns ou baixa contagem de picos), (ii)
multiplicidade de adutos/in-source fragments da mesma espécie divididos em nos
distintos e (iii) parametros de rede conservadores (coseno e minimo de picos
coincidentes), caracteristicas frequentemente observadas em IES® de matrizes

vegetais ricas em terpenoides e lipidios neutros (ARON et al., 2020; COLE, 2010).
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Com isso, a topologia desta rede em IES * permite a observagao de que o sinal

desloca-se para fragdes menos polares (G2/G3), refletindo o ganho de resposta de

espécies neutras e basicas via protonagao/adutos, além de que lipidios e terpenoides

formam séries homdlogas e agrupamentos de adutos,

explicando a forte

conectividade azul/verde e metabdlitos mais polares, predominantes em G4/G5 no

negativo, perdem protagonismo no positivo e aparecem em sub-redes menores, com

fragmentagao marcada por perdas de agucar e menor densidade de ions diagndsticos.

Tabela 10. Anotacdo das substdncias no extrato e fragbes de C. jamacaru por redes

moleculares no modo de ionizagéo positiva.

Picos
N° t(min) Cosseno Classificacao L Referéncia
iguais
GNPS Library Spectrum
68 28,15 0,95 Gold 10
CCMSLIB00000848610
GNPS Library Spectrum
69 25,18 0,92 Bronze 9
CCMSLIB00005741629
GNPS Library Spectrum
70 35,40 0,89 Gold 6
CCMSLIB00000847659
GNPS Library Spectrum
71 28,23 0,88 Gold 9
CCMSLIB00006381205
GNPS Library Spectrum
72 34,55 0,86 Gold 7
CCMSLIB00006406533
GNPS Library Spectrum
73 78,59 0,82 Silver 6
CCMSLIB00010011232
GNPS Library Spectrum
74 18,30 0,81 Bronze 6
CCMSLIB00005775597
GNPS Library Spectrum
75 52,78 0,79 Bronze 6
CCMSLIB00000206073
GNPS Library Spectrum
76 30,55 0,71 Bronze

CCMSLIB00005776503

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 66. Estrutura das possiveis substancias anotadas pelo GNPS no modo positivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.4 Anotagcdo dos compostos por CLUE-IES—-QTOF-EM no modo de ionizagéao

positiva

Tabela 11. Anotacado dos compostos no extrato etandlico e fragdes de C. jamacaru por redes

moleculares ordenados pelo tempo de retencdo — Modo Positivo.

tR Massa Férmula Erro
N? Aduto Fragao
(min) precussora molecular (ppm)
68 28,15 [M+H]* 625,1763 C28H32016 -1,6 EXT-C; FAC; HID
69 25,18 [M+H]* 771,2342 C34H42020 -1,2 EXT-C; HID
70 35,40 [M+H]* 463,1235 C22H22011 -2,9 FAC
71 28,23 [M+H]* 317,0656 C16H1207 -0,6 EXT-C; FAC; HID

Fonte: Elaborado pelo autor.

As substancias 68, 69 e 70 foram anotadas como A, B e C, com cossenos 0,95,

0,92 e 0,89, respectivamente. 68 e 70 foram classificadas como Gold, enquanto 69 foi
classificada como Bronze, de acordo com dados da literatura. Estas trés substancias
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possuem similaridades espectrais e essa similaridade pode ser observada no cluster
ampliado da rede molecular do modo positivo, a qual foi gerada com o auxilio do

software Cytoscape, como apresentado na Figura 67.

Figura 67. Ampliacao do cluster da rede molecular do modo positivo.

OH OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

A substancia 68, anotada como isorhamnetina-3-O-neoesperidosideo (Figura
67) apresentou sinal do ion molecular [M+H]* em m/z 625 (Figura 68). A fragmentacéao
(Figura 69) prossegue por clivagens heteroliticas do elo glicosidico: (i) perda neutra
de CsH1004 gera m/z 479; (ii) perda subsequente de hexose (CsH1005) produz o ion
aglicona em m/z 317. A predominancia de m/z 317 no espectro (Figura 72) e o
aparecimento de m/z 479 confirmam a sequéncia ramnose—glicose caracteristica de

rutinosideos ligados por O-glicosideo (TAVA et al., 2021).
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Figura 68. EM—IES alta resolugéo para a substancia 68.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

Figura 69. Proposta de fragmentacao da substancia 68.

OH ] H
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O isorhamnetina-3-O-neohesperidésido (68), embora menos explorado,
compartilha caracteristicas com outros derivados de isoramnetina, destacando-se
pela atividade antioxidante. Compostos dessa classe demonstraram capacidade de
inibicao da xantina oxidase e de neutralizagao de radicais superoxido, sugerindo papel
relevante no controle de processos oxidativos (BOUHLEL et al., 2010; WANG et al.,
2023).

A substancia 69, anotada como 7-O-Methylquercetin-3-O-galactoside-6"-
rhamnoside (Figura 67) apresentou sinal do ion molecular [M+H]" em m/z 771 (Figura

70). As fragmentacdes observadas em 69 sdo semelhantes as de 68 (Figura 71).
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Figura 70. EM—IES alta resolugéo para a substancia 69.
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Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

Figura 71. Proposta de fragmentagao da substancia 69.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O 7-O-metilquercetina-3-O-galactosideo-6"-ramnosideo (69) é um flavonoide
altamente glicosilado e metoxilado. Apesar de escassos estudos especificos, sua
estrutura sugere alta polaridade e solubilidade, caracteristicas que favorecem
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias semelhantes as de seus analogos. De
forma semelhante, o composto 70, uma flavona complexa glicosilada, ainda carece
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de investigacdes individuais, mas compostos estruturalmente proximos apresentam
reconhecida atividade antioxidante e neuroprotetora, devido a interagdo com vias de
sinalizagao celular sensiveis ao estresse oxidativo.

A substéncia 70, anotada como 5,8-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-3-
((3,4,5-tri-hidroxi-6-metiltetrahidro-2H-pirano-2-il)oxi)-4H-cromeno-4-ona (Figura 67)
apresentou sinal do ion molecular [M+H]* em m/z 463 (Figura 72). A fragmentagao
principal ocorre pela clivagem heterolitica do elo glicosidico, favorecida pela
protonacéo no oxigénio, com perda neutra de CsH1004, formando ion em m/z 317, que
aparece como pico base no espectro. A partir de m/z 317, observa-se desmetilagdo
radicalar de um grupo metoxi (perda *CHs), gerando m/z 302 (DEMARQUE et al.,
2016) Na sequéncia, ocorre perda de CO do esqueleto flavonoidico, produzindo m/z
274 (Figura 73).

Figura 72. EM-IES alta resolugéo para a substancia 70.

Uiz_FA_DDA_POS 324 (5.208)
5. TOF MSHS 463 34ES+

317.0845

S 2630730 2740433
2170486 528 0309 = - p— 1597882
3820047 i i 5017002

119.0834 1310887
ol 1 |

Ll
: \ | ‘ I Y |
110 120 130 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320

For Help, press F1

Fonte: Elaborado pelo autor — dados processados no MassLynx (Waters Corporation).

148



Figura 73. Proposta de fragmentagao da substancia 70.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A substancia 71, anotada como Isorhamnetina (Figura 74) apresentou sinal do
ion molecular [M+H]* em m/z 317 (Figura 75). A fragmentacao de m/z 317 segue trés
rotas principais: (i) clivagem retro-Diels-Alder (RDA) do anel C, gerando os fragmentos
complementares m/z 165 (ion do anel A) e m/z 153 (ion do anel B), este ultimo
estabilizado por ressonancia do motivo acilio/benzdilo (setas vermelhas); (ii)
desmetilacdo da metoxila do anel B, formando o ion m/z 302 (setas azuis); (iii) perda
neutra de metanol (—CH3OH) para formar m/z 285, seguida de descarbonilagao (—

CO) que leva a m/z 257 (setas pretas) (Figura 76).
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Figura 74. Estrutura da substancia 71.
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Figura 75. EM—IES alta resolugéo para a substancia 71.
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Figura 76. Proposta de fragmentacao da substancia 71.
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Isorhamnetina (71), diferentemente de suas formas glicosiladas, apresenta
maior lipofilicidade e consegue interagir diretamente com membranas celulares
(TARAHOVSKY et al., 2014). Esse flavonol metoxilado possui atividades antioxidante,
anti-inflamatéria, cardioprotetora, hepatoprotetora e antidiabética, ja tendo sido
descrito como regulador de vias redox e modulador da pressao arterial em modelos
de hipertensao (IBARRA et al., 2002; POPIOLEK-KALISZ et al., 2022; CHEN et al.,
2024).

As amidas aromaticas constituem uma classe de metabdlitos caracterizados
pela ligagdo entre um grupo amida (—CONH- ou —CONR-) e um nucleo aromatico.
Essa estrutura confere as moléculas propriedades hibridas: de um lado, a estabilidade
e as interagdes de hidrogénio conferidas pelo grupo amida; de outro, a capacidade de
interacdes hidrofdbicas e -1 proporcionadas pelo anel aromatico (WHEELER, 2013).
Em plantas, sdo frequentemente reportadas como compostos de defesa,
apresentando atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias, além de
emergirem como candidatos no estudo da atividade citotéxica e antitumoral
(ROUMANI et al., 2020; LIU et al., 2022).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo demonstrou de forma integrada o potencial citotdéxico do extrato
etandlico de Cereus jamacaru contra a linhagem de células de cancer colorretal HCT-
116. A estratégia mais eficaz foi a priorizacdo das fragdes apolares para guiar o
isolamento dos compostos ativos. A combinacao de diferentes técnicas analiticas,
como a espectrometria de massas por CLUE-IES-QTOF-EM e CG-EM-IE 70 eV, foi
crucial para mapear a composi¢cao quimica e associa-la aos perfis de bioatividade.

A |IES forneceu cobertura a metabdlitos pouco volateis/termolabeis, permitindo
registrar ions [M—H]™ em modo negativo (tipicos de acidos graxos e fendlicos, com
perdas CO,/H,O e clivagens acilato) e [M+H]* em modo positivo (para amidas,
terpenoides e lipidios menos acidos), o que favoreceu anotagdes provaveis e a
agrupacao por similaridade em redes moleculares. Complementarmente, a IE em CG—
EM capturou volateis e semi-volateis, gerando espectros de fragmentagao
reprodutiveis e comparaveis a bibliotecas, uteis para ésteres/alcoois de cadeia longa,
hidrocarbonetos e parte dos terpenoides. Essa complementaridade IES2IE ampliou o
espaco quimico acessado e sustentou a convergéncia entre classe quimica e efeito
bioldgico.

As fragdes mais ativas foram dominadas por acidos graxos e seus derivados,
além de terpenoides. Esses grupos, majoritariamente apolares, co-localizaram-se nos
clusters de maior resposta citotoxica, sugerindo que interagdes com membrana,
estresse lipidico e caminhos associados podem estar entre os mecanismos
subjacentes. Observou-se ainda que subfracionamentos dessas matrizes mantiveram
a poténcia, indicando a presenca de alvos quimicos concentrados passiveis de
isolamento.

Tomadas em conjunto, as aquisi¢des por CLUE-IES-QTOF-EM (modos
positivo e negativo) e por CG-EM-IE 70 eV caracterizam o perfil quimico de C.
Jamacaru como rico em lipidios alifaticos (acidos graxos e seus ésteres) e terpenoides,
com componentes minoritarios (alcodis/cetonas/aromaticos) distribuidos em menor
extensgo.

Em conclusdo, C. jamacaru desponta como fonte promissora de agentes

citotoxicos contra céancer colorretal (HCT-116). A sinergia entre analises
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cromatograficas e espectrométricas por IES e IE permitiu vincular composi¢céao quimica

e bioatividade com alta confianca.
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Apéndice 1 — Espectro de massas de 1
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Apéndice 2 — Espectro de massas de 2
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Apéndice 3 — Espectro de massas de 3
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Apéndice 4 — Espectro de massas de 4

Component RT: 25,4440
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Apéndice 5 — Espectro de massas de 5
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Apéndice 6 — Espectro de massas de 6
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Component RT: 32,7933
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Apéndice 12 — Espectro de massas de 12

Component RT: 36,6794
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Apéndice 13 — Espectro de massas de 13

Component RT: 36,9080
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Apéndice 14 — Espectro de massas de 14

Component RT: 37,6509
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Apéndice 15 — Espectro de massas de 15

Component RT: 38,8397
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Apéndice 16 — Espectro de massas de 16
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Component RT: 39,0226
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Apéndice 17 — Espectro de massas de 17

Component RT: 39,2966
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Apéndice 18 — Espectro de massas de 18

Component RT: 39,3197
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Apéndice 19 — Espectro de massas de 19

Component RT: 39,7426
x10 2 74,0
0,9 98,0
8:3: 55,1
» ’ 69,1
0,44
0,3
0,24
0,14

o \\M “\‘M\L“m‘\}\“\‘\\ meH‘hmm\M Mm‘ I, ‘M\HH\ R R | O W

l S S S S S S B R I S T S P P S S
30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Mass-to-Charge (m/z)

Counts

Apéndice 20 — Espectro de massas de 20

Component RT: 40,0399

£ x101 128,9
3
g 7
6
5
4
3 43,0
2 165,9
1 55,0 69,0 94,9 ‘ 148,9
A, kbl el el ol ‘\ e "
N s S S S S Sy S SN B S

T I T T 1 T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Mass-to-Charge (m/z)

|
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 180 170 180

Apéndice 21 — Espectro de massas de 21
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Component RT: 40,3827
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Apéndice 22 — Espectro de massas de 22

Component RT: 40,7256
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Apéndice 23 — Espectro de massas de 23

Component RT: 41,3314
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Apéndice 24 — Espectro de massas de 24

Component RT: 42,0057
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Apéndice 25 — Espectro de massas de 25

Component RT: 42,5203
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Apéndice 26 — Espectro de massas de 26
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Component RT: 43,9145
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Apéndice 27 — Espectro de massas de 27

Component RT: 44,6233
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Apéndice 28 — Espectro de massas de 28

Component RT: 44,8290
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Apéndice 29 — Espectro de massas de 29

Component RT: 45,9835
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Apéndice 30 — Espectro de massas de 30

Component RT: 47,1150
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Apéndice 31 — Espectro de massas de 31
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Component RT: 47,2863
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Apéndice 33 — Espectro de massas de 33
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Apéndice 34 — Espectro de massas de 34
Component RT: 50,3611
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Apéndice 35 — Espectro de massas de 35
Component RT: 50,5667
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Apéndice 36 — Espectro de massas de 36

Mass-to-Charge (m/z)
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Component RT: 51,3783
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Apéndice 39 — Espectro de massas de 39
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Component RT: 54,6015
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Apéndice 42 — Espectro de massas de 42
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Apéndice 43 — Espectro de massas de 43
Component RT: 55,8015
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Apéndice 44 — Espectro de massas de 44
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Apéndice 45 — Espectro de massas de 45
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Apéndice 46 — Espectro de massas de 46

Mass-to-Charge (m/z)
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Component RT: 62,9795
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Apéndice 47 —

Component RT: 68,5573
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Apéndice 48 — Espectro de massas de 48
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Apéndice 49 — Espectro de massas de 49
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2 yi01 74,0 87,0
3
3 6
5 43,1
4
55,1
3 143,0
2 382,3
1 Ny
0 | m‘\” ‘\H‘ Al mi\\\“‘m\w\‘i“‘m‘\”h ‘m”‘\ bl s ‘H\H \‘ e “ \“ e ‘\ ey ‘L ‘ - ‘
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Mass-to-Charge (m/z)
~ .
Apéndice 50 — Espectro de massas de 50
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Component RT: 79,1529
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Apéndice 52 — Espectro de massas de 52
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Apéndice 53 — Espectro de massas de 53
Component RT: 83,1875
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Apéndice 54 — Espectro de massas de 54
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Apéndice 55 — Espectro de massas de 55
Component RT: 86,6623
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Apéndice 56 — Espectro de massas de 56

Mass-to-Charge (m/z)
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Component RT: 87,7480
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Apéndice 57 — Espectro de massas de 57

Component RT: 91,2684
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